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緒論
　伝染性膵臓壊死症ウイルス（IP解）は、サケ科魚類の重要な伝染性疾病である
伝染性膵臓壊死症（1囲）の病因ウイルスで、魚類ウイルス学の分野で初めて
王960年㈹lfeしal．（1960）により分離された。本ウイルスは、無エンベロープ
の直径約6硫皿の正二十面体粒子で、遺伝子とし宅二本鎖二分節のR黙を有しており、
現在ICTV　（1ntemational　committee　on　taxono卵of　vir賂es）により提案中
のバーナウイルス科（Birnaviridae）に分類されている（Bro織シ1986）。　IPNV
の血清型にっいては、互に交差性が多いため、型分けには多少の混乱が幽るもの
の、アメリカのVR299型、ヨーロッパのSp型およびムb型の3血清型に分けられ
る（Ok翻oto　et　al．，1983）。さらに近年、集約的に養殖されるようになった魚
種について、　1脳様ウイルスによると考えられる疾病が報告されており（恥lf，
1988）、これら1PN様ウイルスとIP騨を含めた魚類バーナウイルス（餉uatic
bimaviruses）は、魚類にとっで重要な病原体である。
　わが国においては、1969年にSa駐o（1971a，b）により1理Vが分離され、ニジマスの
不明病といわれていた疾病（佐野，1966）が、実は1P醐により引き起こされている
ことが明らかとなった。わが国でもIPNによる甚大な被害を被ったものの、1970年
代後半には工囲発生件数は減少した。このIP国発生の減少には、積極的な防除対策
やニジマスの抗病性の増加、さらにはIP解自体の毒力の低下が相乗的に作用した
ためであると指摘されている（岡本，1986）。また、日本におけるIP牌の弱毒化
傾向とは別に、　蹄型は、　蕊b型に較べ病原性が高いといわれている（Hill　and
Pi区son，王977）。また、VR299型の中でもB冠hl株は強毒であり、Reno株は弱毒であ
ると報告され（大川，1985）、さらにいくつかの分離株を用いると毒力に差があ
ったとする報告もある（Sano，1972、岡本，1986）。このようなIP醒の血清型や
株の違いにより、その病原性は異なることが知られている。
　ウイルスの病原性は、ウイルスと宿主の複雑な相互作用の総和として規定され
る高次の概念であり、ウイルス増殖の結果の一側面である。ウイルスの増殖には
ウイルスゲノムの全ての遺伝子の産物が必要であり、しかもそれら相互聞の高度
の協力と制御が要求される。従って、どの遺伝子に変異が起こった場合でも、ウ
イルス増殖の効率が阻害されて、その病原性は億下すると考えられている（杉浦
，1980）。すなわち、ウイルスの病原性は、多遺伝子的支配を受けているとするの
が一般的である。例外として、レオウイルスの神経毒力は、単一の遺伝子によっ
て規定されることが明らかにされている。この纈見は、レオウイルスの10佃の遺
一1一
伝子の各々の産物が分離され、その機能も核酸分節を相互に入れ換えた再集合ウ
イルスを用い決定され（Fie爆sandGreene，1982）、さらにマウスを用いて多く
の再集合ウイルスの病原性を解析した結果（晩iner　et　al．，1977）に基づくもの
である。このように毒力遺伝子を決定するためには、強毒株および弱毒株が宿主
に与える病原性の差を病理組織学的に解析することと並んで、各ウイルス遺伝子
がコードする蛋白を決定し、さらにこれらの蛋白の諸機能をも理解することによ
って、強毒株および弱毒株のウイルス学的特性を明らかにすることが重要である。
IPNVに関しては、IPNVの2つのR甑分節がコードする各蛋白は、明らかにされて
いるものの（Macdoaald　and　Pobos，19雛）、IP醒の3っの構造蛋白と！つの非構
造蛋白の各機能は、現在のところ分子量の大きさやウイルス粒子中の構成位置か
ら推定されているが、明確には示されていない。また、強毒株と弱毒株の差異を
分子生物学的に解析し、病原性の遺伝的基礎を明らかにした報告もない。
　本研究では、IP醒の病原性解明へのウイルス側からのアプローチとして、毒力
を規定するウイルスの因子が、何であるかを解明することを目的とした。まず、
IP醜の弱毒化を分子生物学的に捉えるため、日本における弱毒化傾向に着目し、
　　　　　　　　　　　　　　ヨ年代の異なる日本の分離株間でのウイルス核酸および構造蛋白の分子量変異を明
らかにするとともに、その変異と毒力との関係について検討した。また、狸酬強
毒株と弱毒株のR團分節を相互に一つずつ紐み換えた再集合ウイルスを作出し、そ
のニジマスに対する病原性を調べ、IP即の病原性が2つのR酷分節の内のどちらの
分節に規定されているかを明らかにした。さらに、ウイルスのR酷複製に関わるウ
イルス蛋白の機能を明らかにするため、ウイルスR醗複製の必須酵素であるウイル
ス特異の照直依存R酷ぷリメラーゼ活性がどのウイルス蛋白に担われているかの特
定を試み、またウイルスR甑ポリメラーゼと毒力との関連性についても検討し、
IP醜の病原性解明に関する重要な知見を得た。
　以下、第1章では、IP酬日本分離株の核酸ならびに構造蛋白分子量の変異と毒
力との関係について、第2章では、強毒株と弱毒株のR酷分節再集合IP剛の作出
とその性状について、第3章では、再集合IP酬の病原性決定R灘分節について、
第4章では、王P酬の照直ポリメラーゼの性状および毒力との関連性について、各々
述べる。
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第1童　IPNV日本分離株の変異性と毒力との関連性
　日本におけるIPNは、1970年代後半から終息に向かい、現在では、　IPNによる
被害の発生件数は、少なくなってきている。しかし、依然としてニジマスやヤマ
メ親魚の体腔液からIP即が分離され、　IPNVが蔓延した状態が続いている。．岡本
（1986）は、1囲流行期の1975年以前と1照衰退期の1980年以降に日本で分離さ
れたIP酬（以後、本研究では、　日本で分離されたIP酬をIPNV日本分離株と称する）
のニジマス稚魚に対する毒力を比較し、強毒株と弱毒株の比が、IPN流行期では
6：2で、IPN衰退期では逆に2：6であるとし、IPNVの弱毒化が進んでいることを指摘
している。また、日本のIPN流行期に行った疫学的研究によれば、IP醒日本分離株
の大半は、血清学的にアメリカでi970年以前に分離されたBuhl株（IP剛rBuhl）と
同じであるという（Sa熟o，1971）。そこで、本童では、IPNV－Buhlを変異の比較対
照とし、日本におけるIPW分離株間でウイルスゲノムRNAおよび構造蛋白の分子量
の比較を行い、分子量レベルの変異が見い出される分離株のスクリーニングを行
った。さらに、中和試験を行うことによって血清学的変異の有無を明らかにし、
日本におけるIP即の変異性、船よびそれら変異と毒力との関係について検討した。
また、同じ分離株の中にも、相対的に大きなプラック（以下、大プラックと称す
る）と小さなプラック（以下、小プラックと称する）を作るウイルスが含まれて
いることが知られていることから（Nicholson　et　al．，1979）、このプラックサイ
ズの異なるクローン問でウイルスR甑および構造蛋白の分子量に違いがあるか否か
を調べ、さらにプラックサイズと毒力との相関性を調べた。そして、IPNVの毒力
を解析する上で、ウイルス核酸および構造蛋白の分子量の変異とプラックサイズ
が有用なマーカーとなるか否かを検討した。
第1節　ウイルス核酸および構造蛋白分子量
　　　　　　　　　　　　材料と方法
ウイルス
　日本におけるIP即分離株23株は、内6株を除いて、ニジマス稚魚に対する毒力
が明らかなもので（岡本、1986）、東京水産大学水族生理学研究室　岡本信明博士
より分与された。各分離株の略号、分離地、分離年代、細胞での継代数、由来魚
種および毒力を表1に示した。以後、分離株名には、この略号を用いた。また、
IPNV－Buhl（C4－P2）、IPNV－Sp（C1・P6）およびウナギから分離されたバーナウイル
・3。
スEel　Virus　European（別E）（C1－P2）（Sano　et　al．，1981）は、水族病理学研究
室で保存されていたものを適宜純化または継代して用いた。IPNV－SpおよびEVEは、
IPNV－Buhl以外の血清型の代表として用いた。なお、EVEは、血清学的にIPNV－Ab
と同じであり、また構造蛋白分子量においても差異がないことが知られている
（Oka趾oto　et　al．，1983、Hedrick　et　al．，1983a）。ウイルス株名の後に示した括
弧内のCはクローン純化の回数を、Pは継代数を示す。本研究では、特に断わり
のない限りウイルス力価の測定は、20℃においてRTG－2細胞（Wolf　et　al．，1962）
を用いてマイクロタイター法により行い、その結果から　K5rber（1931）の方法
に従って、5脇感染終末点（TCID5臼）としてウイルス力価を算出した。ウイルスの
純化あるいは継代の操作は、全てRTG－2細胞を用いて15℃で行い、継代のときには、
感染の多重性M．0。1．が約0．01TCID5の／細胞となるようにした。また、細胞の培養
には、イーグルの肥”（日水製薬）に適宜牛胎児血清（FBS）を加えた培地を用い
た。
ウイルス核酸のSDS・ポリアクリルアミドゲル電気こ SDS－PAGE）
　それぞれのウイルスをRTG－2細胞で、20℃において培養し、この培養ウイルスか
らHedrick　et　al。（1985）の方法に従いプロテイナーゼK（Sig班a）を用いて核酸を抽
出し、電気泳動用試料溶液（Laemmli，1970）と混合し、加熱後、電気泳動試料と
した。　SPS一％GEは、Laemmli（1970）の緩衝系で5％または6．5％の分離ゲルを用
い、7mAで約22時間行った。ただし、濃縮ゲルは用いなかった。泳動後、ゲルを臭
化エチジュウムで染色し、紫外線下で観察した。また、魚類レオウイルスである
Golden　Shiner　Virus（GSV；Plumb　et　al．，1979）およびChannel　Catfish　Reo－
virus（CRV；Amend　et　al．，1984）の抽出核酸を同時に泳動し、分子量マーカー
とした。
ウイルス構’　　のウエスタンブロット
　前述と同様にして各ウイルスを培養し、3000g、20分の遠心で細胞残渣を除いた
後、160000g、50分の遠心でウイルスを沈澱させた。この沈澱を電気泳動用試料溶
液（Laemmli，1970）に溶解し、加熱後、電気泳動試料とした。　SDS－PAGEは、
Lae鵬mliの緩衝系で、5％の濃縮ゲルと10％の分離ゲルを用いて行った。泳動後、田
部（1983）の方法に従い、ゲル中の蛋白をニトロセルローズ膜に転写し、牛血清
アルブミンでブロッキング後、中央水産研究所陸水部西村定一氏より分与された
抗IPNV－Buhlウサギ血清（1／100）とペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgGヤギ血清
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表1　実験に供試したIP醤V日本分離株
分離株名 分離年 分離地 分離魚種 継代数幽1 毒力串2
照流行期
SO・2 1973 静岡県 ニジマス稚魚 P－10 go
SO－3 1974 静岡県 ニジマス稚魚 P－7 83
SO－4 1973 静岡県 ヤマメ稚魚 P－6 37
SO・5 1974 静岡県 ニジマス稚魚 P－7 55
GF・1 1974 岐阜県 ニジマス稚魚 P－7 75
＼
GF－2 1974 岐阜県 ニジマス稚魚 P－6 88
N聾4 1974 長野県 ニジマス稚魚 P－7 90
KG－1 1974鹿児島県 ニジマス稚魚 P－7 13
IT－2
Y瓢一1
NG・1
1975　　岩手県
1975　　山形県
1974　　新潟県
ニジマス成魚
ニジマス稚魚
ニジマス稚魚
P－5
P－7
P－9
50
65
94
1照衰退期
P－2607
P－2719
P－2720
P－3106
85－12－4
PV－8204
PV－8406
PV－8501
PV－8601
PV－8602
PV－8603
VO－8301
1982
1982
1982
1983
1985
1982
1984
1985
1986
1986
1986
1983
静岡県
静岡県
静岡県
静岡県
岐阜県
長野県
長野県
長野県
長野県
長野県
長野県
岡山県
　ニジマス稚魚
　ニジマス成魚
　ニジ．マス成魚
　ニジマス成魚
　ニジマス稚魚
　ニジマス稚魚
　ニジマス稚魚
ブラウンマス稚魚
　ニジマス稚魚
　ニジマス稚魚
　ニジマス稚魚
　アマゴ稚魚
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
P－3
90
騨卓3
42
6
97
6
37
＊1RTG－2細胞による継代数、Pは継代を表す略号
＊2岡本（1986）の報告より引用。ニジマス稚魚の弊死率（％）
＊3毒力不明な株を示す
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（Cappel）　（1／1000）を用いて酵素染色した。ペルオキシダーゼの基質には、ジ
アミノベンチジン（Sigma）を用いた。
　IP層V－Buhl（C4－P2）、　EVE（C1－P2）、　GF－1（P－7）、　NN－1（P－7）およびPV－
8501（P－3）をCHSE－214細胞（Lannanetal．，1984）で20℃において培養した。堀
口（1986）の精製操作に従い、培養ウイルスをポリエチレングリコールによる沈
澱と18500g、2時間30分の高速遠．心により濃縮した後、CsClの密度平衡遠心によ
り精製した。精製ウイルスを50崩Tris－IICl（pH8．0）に透析し、CsClを除いた後、
電気泳動用試料溶液に溶解し、加熱後、試料とした。ウエスタンブロットの項と
同様にしてSDσ一PAGEを行った後、ゲル中の蛋白を銀染色し（Wray　et　al．，1981）、
検出した。分子量マーカーとし、Sigma社のSDS－6Hを用いた。
結果および考察
　日本の分離株23橡中16株は、核酸分子量においてIPNV－Buhlと差異がないことが
判明した。残りの7株は、IPNV－Buhlとの違いにより次の3つのタイプに分けられ
た（図1）。（1）分子量の大きいR陥分節　　（以後、RKA分節Aと称する）のみが異
なる。（2）分子量の小さいR甑分節（RNA分節Bと称する）のみが異なる。（3）両方
のRNム分節が異なる。（1）に該当する株は、4株すなわちSO－4、PV－8406、PV－8602、
PV－8603、（2）は、NN－1の1株、（3）は、GF－1およびKG－1の2株であり、それぞれの分
子量を表2に示した。（1）の4株の中では、SO－4だけが異なり他の3株は相互に分
子量に差異が見られなかった。（3）の2株も分子量は互いに同じであった。
　以上のように、日本におレ》ては、IPN流行期から現在に至るまでIPNV－Buhlと同
一の核酸分子量の株が大半を占めていることが明らかとなった。また、IPNV－Spお
よびEVEと核酸分節の両方が一致する分離株は、見出せなかった。従って、本研究
でIPNV－Buhlを日本分離株の原型として捉えていることの妥当性が示された。
　本研究では、核酸分子量に変異のある株をいくっか見出したが、岡本（1986）
が明らかにした供試分離株のニジマス稚魚に対する毒ヵに基づけば、日本におけ
るIP剛の弱毒化と核酸分子量変異との間に関連性は認められなかった。　大川
（1985）は、同一血清型である強毒のBuhl株と弱毒のReno株の核酸および構造蛋
白の分子量を比較し、二者の分子量が同じであることを明らかにし、核酸および
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構造蛋白の分子量と毒力との間には相関が無いことを示しており、本結果もそれ
を裏付けている。
　核酸分子量の変異について見ると、RNA分節Aの分子量がIPNV－Buhlのそれと異
なる場合は、全て核酸分子量が大きくなっていることが注目される。RNA分節Bの
場合は、核酸分子量が大きくなるケース（GF－1およびKG－1）と小さくなるケー
ス　　（NN－1）が認められた。
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図！　IPNV日本分離株の中の核酸分子漿変異怯の核酸のSDS－PAGE像
　　＋は、左右のサンプルを混合して泳動したことを示す。IPNVの遺伝子核酸は
　　2分節なので、ゲル中にAおよびBの2本のバンドを形成する。互いに核酸
　　分子旦が異なる株を混合して泳動すると、3本あるいは4本のバンドが形成
　　される。
表2　1PNV日本分離株の核酸分子量
分離株 RNA分子量（×10－6）
IPNV－Buhl
SO－4
KG－1
GF－1
NN－1
PV－8602
PV－8603
PV－8406
RNA分節A
2．40
2．50
2，50
2．51）
2．40
2．45
2．45
2．45
RNA分節B
2，00
2．00
2．07
2．07
1，95
2，00
2．00
2．00
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　IP酬のRNAとそのコードする蛋白については、RNA分節Aが、分子量約54000の蛋
白（以後VP2と称す）と分子量約31000の蛋白（VP3：この蛋白は分断され分子量約
29000を生じ、2つの蛋白として検出される分離株があり、この2つを分けて示す
ときには、それぞれをVP3aおよびVP3bと称する）の2つの構造蛋白と分子量約
29000の非構造蛋白（賂P）を、RNA分節Bが、分子量約90000の構造蛋白（VP1）を
それぞれ識一’ドすると報告されている（Dobos　and　Rowe，1977；肱cdonald　and
Dobos，1981）。これに従えば、RNA分節Aの変異は、VP2、VP3およびNSPに、R酷
分節Bの変異は、VP1にそれぞれ現れる可能性がある。
ウイルス構造蛋白の変異性
　まず、参考のためにIP蝦一BuhlのSDS－PAGEにょる電気泳動像を図2に示した。
　ウエスタンブロットによる検討から、日本分離株23株中21株は、IPNV－Buhlと蛋
白分子量において差異は認められなかったが、IT－2およびP－2607の2株において
VP2の分子量が異なることを見出した（図3）。
　R甑分節Aの分子量変異株は、構造蛋白VP2およびVP3の分子量に変異が現れるこ
とが考えられたが、蛋白分子量はIPNV－Bu卜1と差異がなかった。また、RNA分節B
の変異株、GF－1およびNK－1は、前述のようにVP1に変異が現れることが考えられた
が、精製ウイルスによる構造蛋白の比較から、GF－1およびNN－1のウイルスのVP1の
分子量は、IPNV－Buhlと同じ分子量90000であった（図4）。構造蛋白分子量の変
異は、核酸の場合より少なく、IPN流行期より現在まで分子量はほとんど変異して
いない。従って、ウイルスの弱毒化は、SDS－PAGEで検出し得る構造蛋白分子量の
変異を伴わずに起きたと判断される。
　構造分子量の変異株については、IT－2およびP－2607の両者ともVP2の変異株であ
り、IT－2の場合はIP酬一Buhlより分子量が小さく、P－2607では大きかった。しかし、
前述のようにこの2株の核酸分子童は、IP剛一Buhlのそれと等しい。このことから、
IT－2ではRNA分節Aの読み取り枠（ORF）が短く、P－2607では長くなっているか、
またはNSPの分子量がIT－2では大きく、P－2607では小さくなっていると考えられる。
逆に照A分節Aの分子量がIPNV－Buhlと異なった分離株では、R融分節Aの非コード
領域の増加、あるいは酪Pの分子量の増加であると考えられる。このような事無は、
既にEVEとIP酬一Abの間でも認められている（Hedrick　etal．，1983a）。
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図2　1PNVの構造蛋白のSDS－PAGE
　各構造蛋白の名称は、分子量の
　大きい順にVPl、VP2およびVP3と
　する。
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図3　1PNV日本分離株の中の蛋白分子量
　変異株のウエスタンブロット像
　　IPNV・BuhlのVP2の分子量と比較して、
　IT－2のそれは小さく、　またP－2607の’
　それは大きいことが分かる。
図4　核酸分子量変異IPNV日本分離株
　の蛋白のSDS－PAGE像
　　RNA分節Bの分子量変異株NN－1およ
　びGF－1においても、VP1の分子量では
　IPNV－Buh1のそれと差異がみられない。
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第2節　血清学的検討
　　ゆ材料と方法
ウイルス
　前節で核酸および構造蛋白の分子量に変異の見出された分離株、SO－4　（P－6）、
GF－1（P－7）、NN－1（P－7）、PV－8602（P－3）、IT－2（P－5）、P－2607（P－3）およ
びIPNV－Buhlと同じ構造蛋白分子量を示したPV－8501（P－3）を供試した。対照
としてIPNV－Buhl（C4－P2）を用いた。
　抗IP酬一Buhlウサギ血漕は、東京水産大学水族生理学研究室岡本信明博士より
分与された。中和試験は、マイクロタイター法で、　Akao　and　Siga（1972）の方
法により行った。
結果および考察
　抗血清の各ウイルスに対する中和力価（ND5a）を表3に示した。　ND5臼の値か
ら、これらの各分離株は、　IPNV－Buhlと血清学的に区別できないので（Oka皿oto
et　al、，1983）、核酸分子量変異株でも、また構造蛋白分子量変異株でも、血清学
的にIPNV－Buhlと同じであると判断された。よって、これらの日本分離株の核酸あ
るいは構造蛋白の分子量の変異は、中和部位の構造変化を伴っていないと考えら
れる。
表3　1P剛日本分離株の中和試験結果
抗血清
中和力価（ND50）
分離株
BuhlSO－4。iGF－1“1NN－1申1PV－8501PV－8602鄭11T－2“2P－2607“2
抗IPNV
Buhl血清 7240072400＞102400102400　＞10240051200　　21500〉102400
刈核酸分子量変異株　　＊2構造蛋白分子量変異株
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第3節　プラックサイズの異なるクローンにおける核酸および構造蛋白の分子量
　　　の比較
ヤ
材料と方法
ウイルス
　日本の近年の分離株、PV－8501（P－3）、PV－8601（P－3）、PV－8602（P。3）、
PV－8603（P－3）およびIPNV－BuM（C4－P2）を供試した。
プラック純化
　プラック純化は岡本ら（1986）の方法に準じ、　0．編の寒天（Difco，Agar
purified）を含む重層培養液とRTG－2細胞を用いて15℃で行った。3日間の培養で
形成されたプラックの内、日本分離棟については大小のプラック各1個づつ（小
プラッククローンをS－1、大プラッククローンをL－1として各分離株名の後に付記
した）、IP即一Buhlについては大小各6個づつ（小プラッククローンをS－1～6、
大プラッククローンをL－1～6としてウイルス名の後に付記した）、ウイルスクロ
ーンを回収した。各クローンは、さらに一一度、15℃においてRTG－2細胞で培養し、
以下の実験に供試した。
各クローンのプラックサイズの測定
　各クローンのプラックサイズは、プラック純化の項と同様にして、RTG－2細胞を
用い、15℃でウイルス接種3日後に形成したプラックを各40個づつ測定し、その
平均値として算出した。ただし、IPNV－Buhlの大プラッククローンに関しては、　6
クローンの内L－2およびL－5の2クローンのみを測定した。
ウイルス および　浩蛋　の分　量の比父
　核酸分子量の比較は、SDS－PAGEによって行い、本童第1節と同じ方法で行った。
ただし、IPNV－Buhlの各クローンにっいては行わなかった。
　構造蛋白分子量の比較は、ウエスタンブロット法により行い、本章第1節と同
じ方法で行った。
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結果および考察
プラックサイズ
　各クローンが形成したプラックサイズの平均値を表4に示し、またその形成さ
れたプラック数とプラックサイズとの関係の一例を図5に示した。いままで報告
されているように（Nicholson　et　al．，1979）、本実験で得た各クローンのプラッ
クサイズは、クローン純化してもプラックサイズに多少のばらつきがあり、この
ため標準偏差が大きくなったが、大プラッククローンと小プラッククローンは明
らかに区別できた。
表4　1PNVプラッククローンのプラックサイズ
ウイルス プラックサイズ申1 ウイルス プラックサイズ“1
PV－8501 Il）NV－Buhl
L－1 1．91±0．50 C4－P2 1．48±0。35
S－1 O．70±0．55 L－2 1．74±O．37
PV－8601 L－5 1．41±0．53
L－1 1．54±（）．48 S－1 0。98±0．37
S－1 0．90±0、42 S－2 1．02±G．38
PV－8602 S－3 0．97±0．30
L－1 1．38±0．40 S－4 0．80±0．36
S－1 0．64±0．31 S－5 0，68±0．37
PV－8603 S－6 0．79±0．28
L－1 1．21±0．35
S－1 0．55±0．34
組　平均±標準偏差（m皿）
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　供試した日本分離株において、プラックサイズの異なるクローン悶での核酸分
子量の差異は、認められなかった（図6）。
　’告　　　　量
　日本分離株の巾では、大小プラッククローン間で、構造蛋白分子量の差異が認
められた株は、PV－8603のみであった。PV－8603の大小プラッククローン聞の差異
は、構造蛋白VP3の分子量に認められ、小プラッククローンPV－8603（S－1）のVP3
の分子量の方が大プラッククローンのそれよりも大きかった（図7－a）。
　また、IPNV－Buhl（C4－P2）の中では、大小プラッククローン間で、構造蛋白分
子量の差異は認められなかった（図7－b）。
　PV－8603（S－1）のVP3に見出された分子量の差異が、変異によって生じたもので
あるとすれば、VP3の機能とプラックサイズに関連性があると推測される・
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図6　プラックサイズの異なるIPNVクローンの核酸のSDS一圧）AGE像
　　＋は左右のサンプルを混合して泳動したことを示す。
　　大小プラッククローン1田で核酸分子量の差異はない。
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図7－a　プラックサイズの異なるIPNVクローンの蛋白のウエスタン
　　ブロット像：IPNV日本分離株の大小プラッククローン間の比較
　　〉は、PV－8603（S－1）のVP3を示し、この蛋白の分子量が他よりも
　　明らかに大きいことが分かる。P／E－2は、第3章で後述する再集合
　　ウイルス。
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図7－b　プラックサイズの異なるIPNVクローンの蛋白のウエスタンブロット像3
　　1PNV－Buhl（C4－P2）より得た大小プラッククローン問の比較
　　　小プラッククローン［1］および大プラッククローン［2］は、原株IPNV－Buhl
　　（C4－P2）と蛋白分子量では差異がみられない。P／E－2は、第3章で後述する再
　　集合ウイルス。
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第4節　プラックサイズの異なるクローンの毒力
材料と方法
実験1．
ウイルス
　前節で得たPV－8501（S－1，L－1）、PV－8601（S－1，L－1）、PV－8602（S・1，L－1）
およびPV－8603（S－1，L－1）の大小プラッククローン各1クローンづつと、対照と
して強毒のIP剛一Buhl（C2－P2）を供試した。
　本研究での感染実験は、岡本ら（1987b）の方法に準じたが、各飼育水槽の循環
装置は用いなかった。また、接種ウイルス量と飼育水温は、IPNVによる艶死率に
影響を与えることが知られている；が（FrantsiandSavan，1971、　Dorsonand
Torchy，1985、岡本ら，1987a，c）、岡本ら（1987a，c）を参考にして、接種ウイル
ス濃度は105TCID50／ml、飼育水温は約15℃とした。
　餌付け後2週齢のドナルドソン系ニジマス（平均魚体重0．23g）に各ウイルス濃
度を105TCID52／m1として1時間浸漬接種した。その後、各区2水槽、　1水槽の収
容尾数を35尾とし、流水式で28日間飼育観察した。実験期聞中の平均飼育水温は
15．0℃であった。
実験2．
ウイルス
　前節で得たIPNV－Buhl（C4－P2）の大プラッククローン（L－1～L－6）および小
プラッククローン（S－1～S－6）、各6クローンづつと、対照として強毒の原株
のIPNV－Buhl（C4－P2）と弱毒のEVE（C1－P2）を供試した。
感染実験
　餌付け後3週齢の山形県産ニジマス稚魚（平均魚体重O．169）を用い、実験1と
同様にして行った。ただし、　1区1水槽とし、　1水槽の収容尾数を50尾、実験期
間を21日問とした。また、実験期間中の平均水温は、14．6℃であった。
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結果および考察
r実験1の累積蛯死率を表5－1に示した。日本の近年の分離株におけるプラック
サイズの異なるクローンの毒力は、小プラッククローンでは低いが、、大プラック
クローンでは低い場合と高い場合があった。また、実験2の累積艶死率を表5－2
に示した。累積艶死率は全体的に低かったが、原株IPNV－Buhl（C4－P2）の中に含ま
れる小プラッククローンおよび大プラッククローンは、毒力としては強毒の原株
IPNV－Buhlとなんら変わらず、また非接種対照とは明らかに異なることから強毒で
あると判断できる。以上の結果より、プラックサイズと毒力との相関性はないと
いえる。
表5－1　プラックサイズの異なるIPNVクローンの　ニジマス稚魚に対する毒力；実験1
プラッククローン 累積艶死率（完）
IPNV－Buhl 89
PV－8501
L－1 0
S－1 0
PV－8601
L－1 23
S－1 14
PV－8602
l」一1 97
S－！ 7
PV－86（｝3
L－1 99
s－1 9
非接種対照 0
表聾マ蘇雛鍋総響製朧クロ回ンの
プラッククローン
原株IPNV－Buhl（C4－P2）
　　　　　L－！
　　　　　L－2
　　　　　L－3　　　　　L－4　　　　　L－5　　　　　L－6
　　　　　S－l　　　　　S－2　　　　　S－3　　　　　s－4　　　　　S－5
　　　　　S－6
非接種対照
累積蜷死率（粉
34
46
52
50
42
34
30
52
42
50
60
26
42
6
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　プラックサイズと毒力の関連に関して、Dorson　et　al．（1978）は、IP酬一Spを
13回培養細胞で継代すると、形成するプラックサイズは大きくなり、弱毒化した
と報告したが、一方、Kohlmeyer　et　al．（1986）は、IPNV－Spを11回継代すると、
弱毒化するとともに小さなプラヅクを形成するようになったと報告した。このよ
うに培養細胞でのIPNVの弱毒化において、プラックサイズと毒力との相関性・は、
報告により異なっている。これらの報告の違いは、プラックサイズを規定するウ
イルスの因子の変化が、弱毒化とは関係なく偶然同時に起こったことを推察させ
る。本研究において、日本の分離株での小プラッククローンの場合は、すべて弱
毒であったが、IPNV－Buhlの小プラッククローンが弱毒でなかったことから考えて、
前述のIPNV－Spのようにプラックサイズを規定する因子以外のウイルスの因子によ
り弱毒化していると推定される。つまり、プラックサイズを決めるウイルス因子
と毒力を決めるウイルス因子は異なっていると考えられる。
　また、実験1の供試クローンの原株の毒力は、表1に示したように岡本（1986）
の報告に従えば、PV－8501およびPV－8602では弱毒であり、PV－8601では強毒であっ
た。本実験では、プラック純化することにより、弱毒PV－8602から強毒クローンが、
また強毒PV－8601から弱毒クローンを得た。このことは、魚体から得て培養細胞で
継代し、一度もクローン純化していない分離株は、分子量レベルの差異が見られ
ないものの、遺伝的な均一性を欠いていることを示している。本章第1節におけ
る日本分離株の分子量レベルの変異と毒力との関係の検討は、クローン純化して
いない分離株を用いて行ったので、優位なクローンに関して評価したことになる。
小括
　IP酬日本分離株を1囲流行期と衰退期から選び、それらの核酸および構造蛋白の
分子量を『IPNV－BuhlとSDS－PAG£により比較した。その結果、大半のIPNV日本分離
株はIPNV－Buhlと核酸および構造蛋白の分子量において差異が認められなかった。
いくつかの核酸あるいは構造蛋白の分子量変異株を見出したが、これらの株は、
血清学的な変異を伴っていなかった。また、核酸分子量の変異株の方が、構造蛋
白分子量のそれより多く検出され、さらに核酸分子量の変異は、必ずしも構造蛋
白の分子量に影響を及ぼさないことも判明した。これらの結果は、IPNVの構造蛋
白分子量変異は起こりにくいことを示している。
　本研究で見出したIPWの核酸および構造蛋白の分子量変異は、岡本（1986）が
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明らかにした分離株の毒力を基に判断すると、直接的には毒力と関連性はなく、
毒力を解析する上で指標となり得なかった。またプラックサイズもウイルスの毒
ヵと相関性を示さず、毒力を計るマーカーとはなり得なかった。以上のことから、
IPNVの弱毒化は、本研究で行ったSDS－PAGEでは明らかにできないいくっかのアミ
ノ酸の置換によるウイルス蛋白の機能の変異であると考えられた。
　また、日本分離株の中でVP3の分子量が異なる小プラッククローンを一例見出し、
プラックサイズを規定する要因と構造蛋白VP3との関連が推察された。
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第2章　強毒株と弱毒株の再集合IPNVの作出とその性状
　核酸の分節を有するウイルスでは、関連する二つのウイルスが感染した細胞内
で、対応するウイルス核酸分節の交換が起こる。この現無は、ウイルス核酸分節
の再集合と呼ばれ、その結果生じるウイルスは、再集合ウイルス（Reassortmenし
virus）あるいは単に再集合体（窪eassortant）と呼ばれる。再集合ウイルスは、
自然界でも形成され、分節ゲノムを有するウイルス聞で遺伝的変化が起こり易い
事実の重要な原因となっており、特にインフルエンザウイルスでは前年までとは
異なる型のウイルスが出現し、大流行を引き起こすことは身近な現象である。
　強毒ウイルスと弱毒ウイルス両者に由来する核酸分節を有する再集合ウイルス
を作出し、その毒力を解析することにより、当該ウイルスの病原性を解明しよう
とする試みが、いくつかのRNA分節ウイルスでなされており（Gentschetal．，
1977、SchulmanandPalese，1977、Boschetal．，1979、OgawaandUeda，1981）、
特に、この手法によりレオウイルスでは、病原性を決定する遺伝子を特定するに
至った（馳ineret　al．，1977、FieldsandGreene，1982）。また、種々の再集
合ウイルスを作出することにより、各R甑分節がコードする蛋白を特定する研究
（Ritcheyetal．，1976、嫉ustoeetal．，1978、RacanielloandPalese，1979、
穫acdonalda賢dDobos，1981、Greenbergetal．，1981）、さらにウイルス蛋白の
機能を含めたウイルスの生物学的な諸性状、例えば細胞への感染性（Darragh
and　Kacdo舩ld，1982）、温度感受性（Macdonald　and　Dobos．，1981、Flaulkner－
Vallee七a1．，1982）、プラックサイズ（Kalica　eしal．，1983）、薬剤感受性
（Lubecket　al．，1978）、血球凝集素（Weiner　et　al．，1978）、R酷ポリメラー
ゼなどのウイルス特異の酵素等（Drayna　and　Fields，1982）を各ウイルス蛋白と
関連づける研究などが行われ、病原性を含めたウイルスの示す性状の発現機構の
解明に大きな成果をあげている。
　IPNVにおいては、Macdonald　and　Dobos（1981）が、変異原物質ニトロソグアニ
ジンで処理して得た温度感受性（ts）IPNV－Jasperとts　Oyster　Virus－3との再集
合ウイルスを作出し、2つのウイルスR陥分節がコードする蛋白を決定し、また同
様な手法でDarragh　and　Macdonald（1982）が、IPW－JasperとOyster　Virus－3の
C器E－214細胞とF田細胞への感染性の違いをRNA分節Aにマッピングできることを
報告した。しかし、これらの報告は、ts突然変異株で行われており、実際にはts
変異以外の変異が無いとは言いきれず、ts変異の遺伝的な機構が解明されていな
い現時点では、IPNVの種々の生物学的性状の解析には、突然変異が誘導されてい
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ない株を用いた方がより明解であると考える・
　第1章において、IPNVの弱毒化は、核酸および構造蛋白の分子量レベルの変異
を伴わないことが明らかとなり、分子量変異をマーカーとして病原性を解析する
ことは困難であると考えられた。そこで、ニジマス稚魚に対し強毒のIPNV－Buhlと
弱毒のEVEとの再集合ウイルスを作出し、上述の再集合ウイルスの特性を利用して、
IPNVの病原性を解析した。　本章では、その作出経過と得られたウイルスのin
vitroでの諸性状について述べる。
第1節　IPNV－BuhlとEVEとの再集合ウイルスの作出
材料と方法
ウイルス
　ニジマス稚魚に対して強毒のIPNV－Buhl（C4－P2）と弱毒のEV冠（C1－P2）を用い
た。
再集合ウイルスの乍出と ムクローンの’巽
　RTG－2細胞にIPKV－BuklとEVEをそれぞれ穫．0．1．が5TCID田／細胞となるように同
時に接種し、1時間吸着後、細胞を3回良く洗浄し、15℃で2日間培養した。培
養ウイルスは、0．2μmのメンブレンフィルターでろ過した後、第1章第3節と同
様にして15℃でRTG－2細胞を用いてプラック純化した。得られた50個のプラックク
ローンは、4℃で保存する一方、CHSE－214細胞に接種し、増殖したウイルスから
第1章第1節のウイルス核酸の抽出操作と同様にしてクローンの核酸を抽出し、
電気泳動試料とした。IP剛一Buh1とEVEの核酸を混合して同時にSDS－PAGEを行うと、
それぞれの分子量が異なるため、ゲル中に4本のバンドを形成する（図8）。こ
の分子量の差を利用し、各クローンの核酸とIP酬一BuhlまたはEVEの核酸とを混合
しSDS－PAGEを行い、ゲル中に3本のバンドを作るものを再集合ウイルスとして選
択した。以上の操作を3回行い、計150個のクローンより再集合ウイルスの選択を
行った。
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図8　1PNV－Buh1とEVEの核酸のSDS－PAGE像
　　1＝　IPNV－Buh1　　2：　1＋3　3：　EVE
　　　はIPNV－Buhlの核酸分節の位置を、　はEVEの核酸分節の位置を示す。
　　二つのウイルスの核酸試料を混合して泳動すると、核酸分子量がそれぞ
　　れ異なるために、ゲル中に四本バンドを形成する（レーン2）。
結果および考察
　4ムウイルスクローンの選択
　150個のプラッククローンより、クローン番号1、2、6、15、および36の5ク
ローンの再集合ウイルスを得た。4℃に保存されたこれらのクローンは、15℃で
RTG－2細胞を用いて、限界希釈によりさらに1度クローン純化した後、15℃におい
てRTG－2細胞で1度継代した。以後の実験には、このC1－P1を供試した。
紡　の　■
　得られた5つの再集合ウイルスの内、クローン番号2、6、36の3つのクローン
のRNA分節AはIPNV－Buhlに、RNA分節BはEVEに由来し、クローン番号1および
15の2っのクローンでは、逆に分節AはEVEに、分節BはIPNV－Buhlに由来してい
た（図9）。再集合ウイルスの呼称にあたっては、遺伝型（RNA分節Aの由来親株
名／RNA分節Bの由来親株名）を略号とし表記した。IPNV－BuhlはPと、EVEはEと略
し、さらにクローンを示す時には由来略号の後にハイフンでクローンの番号を付
記した。以下この略記法に従い、上記再集合ウイルスの前者をP／Eウイルスと称し、
また各クローンはP／E－2、PIE－6およびP／E－36と略記し、後者をE／Pウイルスと称し、
また各クローンはEIP－1およびE／P－15と略記した。
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図9　再集合IPNVの核酸のSDS－PAGE像
　　［1］クローン番号6の再集合ウイルスは、RNA分節AがIPNV－Buh1と、また
　　RNA分節BがEVEと泳動位置が同じであり、　クローン番号1では、その逆で
　　あった。左側には、分子量を示した・
　　［2］クローン番号6、2および36の核酸構成は同じであり、またクローン番
　　号1および15の核酸構成は同じであった。本泳動では、E／Pウイルスの二本の
　　RNA分節が、一本のバンドとして検出された。
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第2節　再集合ウイルスの諸性状
材料と方法
β　　”の　孟
　第1節で得られた各再集合クローンの構造蛋白の分子量、血清型、プラックサ
ィズ、各種細胞への感染性および増殖可能上限温度について、親ウイルスと比較
しつつ検討した。構造蛋白の分子量は、各クローンを精製し、SDS－PAGEで測定し
た。血清型は、申和試験により抗IPNV－Buhlウサギ血清および抗EVEウサギ血清
を用いてマイクロタイター法で行った。両抗血清は、東京水産大学水族生理学研
究室岡本信明博士より分与された。プラックサイズについては、第1章第3節と
同じ方法により、15℃でRTG－2細胞に形成したプラックサイズを比較した。細胞
への感染性は、　RTG－2、　CHSE－214、　BF－2（Wolfetal．，1966）およびF朋
（Gravelland　Malsberger．，1965）の4種の細胞を用い、20℃において調べた。
増殖可能上限温度は、BF－2細胞を用い、各クローンをM．0．1．を約0．01TCID5e／細
胞となるように接種した後、20℃、25℃および30℃で4日閲培養し、その培養液
中のウイルス力価をRTG－2細胞で測定して調べた。
結果および考察
　”acdonald　and　Dobos（1981）は、本研究と同様な再集合ウイルスを用いる手法を、
馳rtens　and　Dobos（1982）およびDobos　and　Kertens（1983）は、In　vitroの翻
訳系を用いて、IPNVのRNA分節Aは、VP2、VP3およびNSP、R甑分節BはVP1を
それぞれコードしていることを証明し、さらに最近、RNA分節A上の各蛋白の遺伝
子は、5’末端側からVP2－NSP一VP3の順に配列していることが明らかにされた
（Huangeし　al．，1986、DuncanandDobos，1986、廻agyetal．，1987）。また、
VP2は、一層のキャプシドを構成する外被蛋白、VP3とVP1は、ウイルス粒子の内部
蛋白であることが示されている（Doboset　al．，1977）。
　各再集合ウイルスの構造蛋白について言及すれば、P／聾6およびP／E－36では、
VP1はEVEと、VP2およびVP3はIPNV。B曲1と同じであり、またE／P－1では、VP1は
IPNV－Buhlと、VP2およびVP3はEVEと同じであり（図10）、RNA分節とそのコード
する蛋白の関係は、MacdonaldandDobos（1981）の報告と一致した。
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　しかし、P／E－2では、VP3はIPNV－Buhlのその分子量より大きく、VP3の分子量で
他のPIE－6およびPIE－36と異なっていた（図11）。
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図10　再集合IPNVの構造蛋白のSDS一％GE像
　　右側に示したくは、IPNV－Buhlの蛋白の、またくは、EVEの蛋白の
　　泳動位置を示す。左側には、分子量を示した。E／P－1では、VP3の
　　位置よりも下に三本の分断した蛋白が見えるが、ウイルス試料が
　　完全に精製されていなかったため、外来蛋白が混入したものと思
　　われる。
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図11　P／E－2とIPNV－BuhlおよびP／E－6との
　　構造蛋白の比較
　　ぐは、IPNV－BuhlのVP3の泳動位置を、
　　くは、PIE－2のVP3の泳動位置を示す。
　　明らかにPIE－2のVP3の分子量が他のVP3
　　よりも大きいことが分かる。
虫亜試塞
　中和試験の結果を表6に示した。PIEウイルスは、抗IPNV－Buhl血漕でよく中和
され、抗EVEではあまり中和されず、E／Pウイルスは、その逆であった。
　この結果から、ウイルスの血清型は、RNA分節Aと相関していることが明かとな
った。バーナウイルスの一員であるニワトリのウイルス　Infectious　bursal
disease　virus（IBDV）で主要キャプシド蛋白VP2上に立体構造に依存するウイル
ス中和エピトープが存在することが明らかにされており（Azad就aL，1987、
Bechしetal．，1988、Fahey　et　a1．，1989）。本実験結果は、IPNVにおいてもキヤ
プシド蛋白VP2上にウイルス中和エピトープが存在するためであると考えられる。
表6　再集合IPNVの中和試験結果
抗血清
中和力価（ND5臼）
ウイルス
IPNV－BuhlEVE E／P－1　E／P－15PIE－2 PIE－6PIE－36
げ〔IPNV－Buhl
　抗剛E
72400
　80
　260
5750
　450　　　320
8100　　12800
72400
110
60900
　80
51200
　60
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プラックサイズ
　プラックサイズを親ウイルスと比較すると、PIE－6およびP／E－36は、IPNV－Buhl
と同じく比較的大きなプラックを、またEIP－1およびEIP－15は、EVEと同じく比較
的小さなプラックを形成した。ただし、1）／E－2は、IPNV－Buhlより小さなプラック
を形成した（表7）。
　前章第3節において小プラッククローンPV－8603（S－1〉のVP3の分子量が大プラ
ッククローンPV－8603（L－1）のそれより大きく検出されたことから、VP3とプラ
ックサイズを決定する因子との関連性を推察した。本章においてP／E－2のプラック
サイズがIPNV－Buhlのそれより小さくなっていたこと、ならびにPIE－2の構造蛋白
VP3の分子量がIPNV－Buhlのそれより大きく検出されたことは、上記の推察を支持
している。以上のことから、RNA分節Aがプラックサイズを規定しているものと考
えられる。
表7　再集合IPNVのプラックサイズ
ウイルス プラックサイズq
IPNV－Buhl 1．48±0．35EVE 0．40±0．15
BIP－1 0．40±0．16
E／P－15 0．37±0．15
PIE－2 0．55±0．26
PIE－6 1．67±0．49
P／E－36 1．83±O．40
＊1　平均±標準偏差（mm）
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細胞の感受性
　親ウィルスのIPNV・BuhlとEVEは、供試した細胞への感染受性に明瞭な違いが認
められなかったが、IPNV－Buhlの感染性がF田細胞で比較的高く、EVEではその逆に
低い傾向が認められた・本実験は、P／E－2については行わなかったが、再集合ウイ
ルスの中ではP／Eウイルスは、IPNV－Buhlと向様な傾向に、またE／Pウイルス・では
EVEと同じ傾向にあった（表8）。
　この結果から、細胞の感受性を決めるウイルス側の要因は、R酷分節Aに規定さ
れているといえる。このことは、IP姻一JasperとGyster　Virus－3のCKSE－214細胞と：
Fl田細胞に対する感染性の違いが、RNA分節Aに基づいているとしたDarragh　and
Macdonald（1982）の報告と一致する。
表8　再集合IPNVに対する細胞の感受性
細胞
ウイルス力価（Log　TCID働／皿1）
ウイルス
IPNV－BuhlEVE P／E－6　　　　　　　　P／E－36 E／P－1 EIP－15
RTG－2 6．8 8．3 6．5　　　　7．0 8．5 8．8
CllSE－214　6．5（一〇．3）q8．3（0）　6．3（一〇．2）　7．3（＋0．3）　8．8（＋0．3）
BF－2　　7．5（＋0．7）　8．5（＋0．2）7．0（＋0．5）　7．3（＋0．3）　8．5（0）
F田　　　5．8（一1．0）　5。8（一2．5）5．5（一LO）　5．8（一1．2）　5．5（一3．0）
8．8（0）
8．5（一〇．3）
5．8 一3．0）
＊1RTG－2細胞で示したウイルス力価を基準（O）とし、RTG－2細胞と
　各細胞で示したウイルス力価の差（Log　TCID59／ml）を示す
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　　口倉上撮ロ
　各ウイルスの8F－2細胞での培養温度とウイルス産生量との関係を表9に示した。
本実験は、R／E－2については行わなかった・20℃では全てのウイルスが良く増殖し、
強い細胞変性効果（CPE）が認められた。25℃では、EVEおよびP／Eウイルスは20℃
と同等の増殖を示したが、費剛丑uhlおよびE／Pウイルスは20℃と較べ著しく増殖
が減じ、CPEも認められなかった。さらに、30℃では、全てのウイルスでCPEが発
現しなかった。
　この結果から、ウイルスの増殖可能上限温度を規定しているR甑分節は、分節B
であるといえ、従って、増殖可能上限温度は、　VP1に規定されていると考えられ
る。IPNV－VR299は、28℃では増殖できないことが知られている（WolfandHann，
1980）。その機構は、ウイルスのmRNAである一本鎖24S　RNAの合成が起こらないこ
と、つまりウイルス核酸合成の停止であることが明らかにされている（Roberts
and　Dobos，1983）。この原因として、ウイルスRNAポリメラーゼの機能発現、特
にRNA鎖の5ラ末端に結合した分子量110000の蛋白（Persson　alld挺acdonald，1982）
（この蛋白は、おそらくRNAポリメラーゼのゲノム結合型と考えられる）の温度感
受1生機構が関わっているのではないかと推察されている（RobertsandDobos，
1983）。第4章第2節で後述するが、本研究によりVP1は、RNAポリメラーゼの少
なくとも一部であることが判明した。従って、本実験の結果は、ウイルスの増殖
可能上限温度が、R甑ポリメラーゼに関連していることを示唆しており、Roberts
and　Dobos（1983）が推察したR酷ポリメラーゼの機能と増殖可能上限温度との関
連の可能性を支持している。
表9　BF－2細胞における再集合1囲Vの増殖と培養温度との関係
ウイルス
ウイルス力価（1、og　TCID5臼／ml）q
20℃ 25℃ 30℃
IPNV－Buhl
EVE
P／E－6
PIE－36
EIP－1
E／P－15
8。0
7．8
7．8
7．8
7．8
8．5
4．0
7．8
7．8
7。5
5．0
5．0
4．3
3，0
4．3
2．8
2．Q
2．0
承l　BF－2細胞にウイルスをH．0，1．0．01TCID50／細胞となるように
　接種した後、各培養温度で3日間培養し、その培養液のウイル
　ス力価をRTG－2細胞で測定した。
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小括
　病原性を解析する目的で、ニジマス稚魚に対して強毒のIPNV－Buhlと弱毒のEVE
との再集合ウイルス、5クローンを作出した。これらの再集合ウイルスは、　職A
分節AがIPNV－Buhl、RNA分節BがEVEに由来するP／Eウイルス、および逆の組合せ
のEIPウイルスの二つに分けられた。
　これらの再集合ウイルスが一つずつ他の親ウイルスからウイルス核酸分節を受
け継いでいる特性を利用して、ウイルスの示すいくつかの性状が、どちらのR甑分
節に規定されているかを調べたg血清型、プラックサイズおよび細胞への感染性
はR舳分節Aに、また、増殖可能上限温度はRNA分節Bに依存していることが示唆
された。特に、後述するようにR甑分節Bが識一ドする蛋白VP1は、ウイルスRNA
ポリメラーゼの少なくとも一部であることが本研究により明らかにされたことか
ら、RNAポリメラーゼとウイルス増殖可能上限温度との関連性が示唆された。
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第3章　再集合IPNVの病原性決定R酷分節
　第2章で強毒のIPNV－B曲1と弱毒のEVEとの再集合ウイルスを作出し、そのin
vitroの諸性状を明らかにした。本章では、各再集合ウイルスによるニジマス稚
魚に対する感染実験を行い、再集合ウイルスの毒力、魚体内での同ウイルスの動
態および病理組織をそれぞれ親ウイルスのそれと比較しっっ検討し、RNA分節と病
原性との関連について論じる。
第1節　再集合IPNVの病原性
材料と方法
実験1．
ウイルス
　前章で得られた再集合ウイルスE／P・1、EIP－15、PIE－6およびP／E－36の各㎝一P1と
親ウイルスであるIPNV－Buhl（C4－P2）およびEVE（C1－P2）を供試した。
感染実験
　餌付け後2週齢のドナルドソン系ニジマス稚魚（平均魚体重0．16g）にウイルス
濃度を105TCID5臼／mlとして1時間浸漬接種した。その後、！区2水槽とし、1
水槽の収容尾数を40尾として、流水式で28日間飼育観察した。実験期問中の平均
飼育水温は、15．0℃であった。
　理且　惑・　蓋
　IPNV－Buhl、E聡、E／P－1およびP／E－6の各接種魚を供試魚とした。供試魚は、
1銚ホルマリン溶液で固定後、パラフインで包埋し、常法に従って作製した5μmの
切片にヘマトキシリン・エオジン染色を施し、検鏡した。
　　　ウイルス　　の測定
　IPNV－Buhl、EVE、EIP－1およびP／E－6の各接種魚から、外観的に正常な魚あるい
は艶死した魚を接種1日目より経時的に取り上げ供試魚とした。供試魚は個体別
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に全魚体を磨砕した後、常法に従って1／100希釈した磨砕液に抗生物質処理を4℃
で約18時間施した後、RTG－2細胞でそのウイルス力価を測定した。
’　抗 によるウイルスの期　殖丘立の　討
　IpNV－Buhl、EVE、E／P－1およびP／E－6の各接種魚から、外観的に体色が正常な魚
と瀕死と思われる体色黒化魚を接種2日目より10日目まで経時的に取り上げ供試魚
とした。各供試魚は㏄Tコンパウンド（Tissue　Tek　H，Lab－Tek）で包埋し、一20℃
で凍結し、切片作製まで　一20℃に保存した。凍結切片は、アセトンで固定後、風
乾し蛍光染色まで4℃に保存した。蛍光染色は、SwansonandGillespie（1981）
に準じ、FITC標識Protein　A（Pharmacia）を用いた間接法によった。ただし、
一次抗体には、東京水産大学水族病理学研究室堀口（1985）により作成された
抗IPNV－Abウサギ血清を1／70希釈して用いた。染色後、リン酸緩衝グリセリン
（PBS（一）：無蛍光グリセリンニ1：9）で封入し、落射式蛍光顕微鏡（Olympus，B励
起系，カットフィルター530）で観察した。なお本実験で使用した抗IPNV噴b血清
の染色力価は、EVEまたはIPNV－Buhlを接種したRTG－2細胞を上述と同じ方法によ
り蛍光染色し調べた結果、両ウイルスに対し等しく160倍であった。
実験2．
ウイルス
　実験1と同じとした。
　供試魚には、東京都水産試験場奥多摩分場産ニジマス稚魚（平均魚体重0．23g）
を用い、方法は、実験1と同じとした。ただし、1区1水槽とし、1水槽の収容
尾数を50尾とした。　実験期間中の平均水温は、15．0℃であった。
実験3．
ウイルス
　再集合ウイルスP／E－2およびP／E－6の各C1－P1と親ウイルスであるIPNV－Buhl
（C4－P2）とEVE（C1－P2）を供試した。
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　餌付け後2週齢の山形県産ニジマス稚魚（平均魚体重0．16g）を用い、方法は、
実験1と同じとした・実験期間中の平均飼育水温は、哲・6℃であった。
結果および考察
　　ムウイルスの
　実験1の累積肇死率曲線を図12に示した。　累積肇死率は、IP酬一Buhlで80％、
EVEで5％、PIE－6で76．3％、PIE－36で80％、EIP－1で1．3％、EIP－15で3．8％、非接種対照
で1．鑛であった。再集合ウイルス接種後7日目の魚から再分離したウイルスについ
て、第1章のウイルス核酸のSDS－PAGEの項と同様にして核酸を調べると、核酸分
子量が魚体接種前のものと変わらなかった（図13）。このことにより、PIE－6およ
びP／E－36接種魚の艶死は、強毒の親ウイルスIPNV－Buhlの混入によるのではなく、
これら再集合ウイルスによるものであったことが確認された。
　また、実験2の累積蜷死率を図12に示した。累積艶死率は、IP酬一Buhlで52％、
EVEで2％、P／E－6で52％、PIE－36で40％、EIP－1で6％、EIP・15でO％、非接種対照では
2％であった。実験2の供試魚は、実験1のそれに較べIPNV－Buhlに対して抵抗性を
示したため、累積艶死率が低下していると考えられる。このような供試魚を用い
ても、P／Rウイルスは、IPNV－Buhlと同様な肇死率を与えた。
　さらに実験3の累積蜷死率曲線を図12に示した。　累積肇死率は、IP即一Buhlで
34％、EVEで4％、PIE－2で36％、P／E－6で30％、非接種対照では6％であった。構造蛋白
VP3の分子量がPIE－6と異なったPIE－2は、毒力においてはPIE－6およびIPNV－Buhlと
違いがないことが明らかとなった。
　以上の結果から、PIEウイルスはIPNV－Buhlと同じく強毒、またEIPウイルスは
EVEと同じく弱毒であると判断でき、IP即のニジマス稚魚に対する毒力は、RNA分
節Aに規定されていることが判明した。
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図13　再分離ウイルスの核酸のSDS－PAGE像
　　PIE－6、P／E－36およびE／P－1の再分離ウイルスは、接種前のウイルスと
　　核酸構成が同じであることが分かる。
病理組織学的検討
　実験期間中の供試魚の外観所見としては、実験1から3を通してIPNV－Buhlおよ
びP／Eウイルス接種区では、狂奔遊泳、体色黒化、腹部膨張および白く長い粘液便
の懸垂など、典型的なIPNの症状（Sano，1970、江草，1978）が認められた。一方、
EVEおよびE／Pウイルス接種区では、非接種対照区と変わらず特徴的な外観所見は
なかった。
　実験1の供試魚の病理組織学的検討では、IPNV－BuhlおよびP／E－6の接種の個体
に、　IPNの主たる特徴である膵臓の広範囲の壊死（図14－a）、肝臓の部分壊死、
消化管の筋層の浮腫および消化管粘膜上皮の剥離を伴う胃腸炎（図14－b）、脾臓
の壊死、体側筋の断列と硝子変性が観察され、今までに報告されたIPNの病変
（Woodetal．，1955、Snieszkoeしal．，1957、YasutakeeしaL，1965、
Yasuしake，1970、Wolf　and　Quimby，1971、Sano，1971b）と一致した。一方、EVE
およびE／P－1の接種個体では、非接種対照と変わらず、病変は認められなかった
（図14－a）。このことは、EVEをニジマス稚魚に接種しても病原性が認められなか
ったとしたSano　eしal．（1981）の報告と一致する。
　以上の結果から、病原性においてもP／Eウイルスは、IPNV－Buh1と同じく高く、
また、E／Pウイルスは、EVEと同じく病原性が極めて低いことが示された・
・34一
~l'l :~~"!!t ~~T~;~~f':~~l~~~~~C ~ ~ l"I 1'f~t"ISS I~~~$' i':~' j> --- - ~'f , J,:~VF~~;i~5 ~i t i;V  
~~l"~"'~11"~:f'~' ' ~L~i- ~" -t" '*1lb' 1" ~~'-L a~f~;~ .F~. :~ffL 1'~~r~~:F_~~~~ _ai!~;:~~~'r:'1::__~a~:b,/~~jl~ 4l~'* ~ rt a 'i' IL ~~~/:i~~il'l~~ ~J'~!:~::C~~$~ir~i:): ~ ~ " - /- Ii)tii;;,~~!a~iJ:~/~~!i:iJ~i,:;~;~~~IFrL~~::il~~!"i~.L~~~:~1C ! Ir~;~)~~~,r::"::;~ fpf~;~; i ;!: :2~;~~~ji 
_.{'~~ ::'F:":~1'1!P~ ' I ' . :l d~~~ ' . ' _ ;, 'nP ~r~;dLfl '~f::!il 
' ~ 
' !:-~i J! "t~~ji_111  rf:~:"l~~;j;r~i~~l'~2'1~~~:~~l't"~~;:i'l/i~~~Il~~~_ ~'fi-'1 
"s 
Ii~!P~~ :'t!~! !b- ~r~!'~: 
_~~~ :~'~:'1'E ""iE_:~; 
~ 
~Lt~'dlP~~l~~~!i~1~~~~';,~:~';:~if~d~{.~~~i_{~i, ~ I~!t~~~:~~AIL ;:~~:~!'~~;~~L~~!~ii i~i~i~iil: 9' iij,f~!~ii~~~~];;il~'~II::ij;~~ii;;1 ~' t ~ ~ : ~~ i~ 
A--~; 7 :,.~_ rl';~i~::!' . 'a~ _;':_"I 1"~: 'I~~~"AI ' :~~i :_"~~:~ti~~'~1:tL~:~i~~~"~~tia~!jj' { =""F~ "~l ~ . . ~t~:Il: " '~~~~ 1: - j d'~~d;~~~1PL_'_:~;~~r'F~:~,~!;~:]; :5!;~~:{!ir~f: t:;L;::{;,i~i~;~{ ~:11:!::~~~;~1~~:i~:;~~~~~¥j~r:'e~]~~:~ ~ , j~~l'~;;1'1q" j . ~:/1;:;j t'l;j;ill('!1'j{jiji ~ji{ ~;" ~~ 
B~if~~l:~{ I~!~~~i:!i~!: ' i:lei~j;~i~:41{:r~;"~:~~j~:~~11:i';~~:Jj ~ ~5~ J~' 51 :Ill~'~~~~Ul'l 8L~ 
: :1':~;. j.,i'.~ii!::"~:.j : ' I t_'_ ' ' ~i~ ~ ~~ ~i~:~j': ;! I ' 'J'I~~~r$~5!~L"ei~d'l-~ ~'~ '!~~51!;lldO ~; "IP: 
.. 
.: ~~,~:: ~:~~~: C~~: ~i ~a ;~~~i - . - ii_ 1~~~r_4'1';:It'~~Pil'l" t lr ~b(r 
r f J' -':;:""t I c--)Ff'~/:/?~~:"/r/~~/i '~~L/~~~:~:i':ta,:5/; .. ' _ :~(i  ':~ 'l- '~' 
1"P" ' I I ~ Fl"/'_ ' 
;~l~~i~~=1Tf""~r _ =~ 'V~~/i' 'l -'~tab;~; ~' lrf'!i~: -1F ~~~!:f,~~;,. :'1i/~:::'~i~'L~~r~~ ~~i ':~T'E~~tr~ __l~ :Tjk 7'1 ~~ ~~fr:~:, i;l]::~::;/t~~t .f:f~~~i~~~: I ~ I ~ ' -JL~~~--11$~~~:~~5:~; J r;;~~_:~ . ~ : P .~ : :i ' ~ ' '; '; ._ ',f ' _ ~?d" tr p ~d't ~f~  . , 'Lr ~l ~~ 
' 
~trd"' ~ - ~Z ~P '1b'Q"~lp!t'l' 'f:1't"~1':':-";~:t ' t ' ~ L S~:~~ ' ;:~_ 'L- t' ~x!_~;j~ /1 ~ _ ' IF'C _ t'It'~~~lr'i" t ~' I : ' ' = a Jbl - :  ~ " ~-' ~'~~¥ 1 r ("L~F : 11lt~:1 ( ~ ~ .1 ~~l~!~ ~;;{Id feL~~:~ It!t't~e ~:~:_~;' a$;:~i~~e~ ~:~J:' I ¥ :'~" (-' _ ~ "fF '~ ' x 
 r~tt'r' ":i"}'~~(P~ll'~~ / '~1 _ _ ~ T r'~::; 4 
'~'i lv~i2~:' ;~;'~:~ :~!j~:~;;:ji ~';L~:':{~~" :, -
'_ 
~] .: ~ _ ' ~ ~~ ~:~::t~~{: ,rlf~:j 
tr~;'1'i : :;;{ ~(! "  4d'5~'~' '1 ' ' ,f ~' _If9'~~L:!:i~i;: ･~ ~~~~$;~~iF~il'~C~:,~;~ ' 
~'~' _' '~- ' 
~~~j~( t 
'~~"~ ' ' !e ' t5'>:"I"':'-
't'L~di:f~;L~$ '~:~: 'l 1~ ~~~1;l~!f;'~ /; 'jj _:tt'l ;:';L' :1;d!~; ~:~~l:'is L ~ ~ ~ ( '~~i~;'tl'te~~'~;:~Y~iTI;~~~:;/~'-;{//~~~:{i~.j. 
r 
1 ¥ "'!_ i:' ~I'g;~ _ '~~ '?~ ~~~ 11~!":'e~J~d~':"l~~~~L~~~~~~:~:'!~:'r:1~i~~~l'~:]1;:~p':;t~'t'{ ~ _~1-r/~c! !:~ir:i'l;:~~~~~~~fi?~~:';;~-1'c:!"' ~~,~/~_;d~'~F'~ 
v_p' ,.:( ' ;:;' 1'~~ ~~i~:~s:~~'~:~~:~~!~ "'JI SVlt // ' L' 1_ ~ 1': " ' ~ ~ ~'~;:' c';"-_':~~ a: ~~ !~:ji'l$1t'~j~;~l!1_ ;: iFtt;':]1'r.'~I~T:'-'='~i ;'_' Il . ~ - ~. *~;'~"F;'1ii~ 1 ' ' ' :1!t'8~( S~ ~  ~; 
lji ' ~-:" i':~;' ! 1:1~: ' e 
~~:dLr¥~I~;~~~~':i~~'1'~lr'~~F"":'11L{{:i~~'T;:;!;T~:~~~~;;~:$::{ tl~: i ~~fT~~f'~:~~~t~:~~;::~:~~~1F:1~L~~~~: "f~-t :~:~'~' L l:L IF~S i~"$a};~~i ~~/(! ' ~; 'l I ' ' ~ ~ l ':~ 11-;'-~'~~::,'~ ' ~ ~1 ji_" _~;i;~_:;{'i!:; ' j 1'1;~" " I l'; '! i'~'_ ' t J'! ~~:~"~ 
 
~t~I ~ i~~') ~: 
~~;~~~f:'~: ';r~~i~;;;;{~:ip:;' ': IJ -1' tQ1 J"~ ~5~il'~"c f~ .E~~~"5" ~ ~~ ~::t'l}~ 
" :~!;~ ' t ' (; ~~ t L~~:'.-;;'-"'!j~~. ii~;: -! _ ' ~; :-'¥T: '~~I J" :L ~t _ __ f ., _ L;~'~~~'J{:ilL4't'~:~'({LIF ~'t '~I~i; _i -,+ -
- "'L)' _ / !rll~I!fS ~' 
.Id'. 1~'~ ~ 
~~~ 
' 
~I'~~5' '~ ~'~~~{ ' ' 'I' !1 d; 
1~ 
rJ: ~ =~~l" ( :~r_~_Li=-_]I~r't~ ' d'r _ 1]i~l;-1i:ji ' b~' T ,. . I * Tl*~'~~ Ie -tL~'* ~ ~' ~ **-I(1 }_ ' L?~L~f'~rQ~t~ 4 ' _i~~j"~~~~Ft~':l~~LIR;:_~f'~~Jq~'- ¥ r "" d"' I s l ~ JI ; ' *_ I ~'~_ t' " '~fL~~J~'t"~r?1~ t' !tb¥ (' ~'~ J~~(~:~  ~~~ d,~ ":~ 
~ll4-a ~:~1~1~FIPNVi~~1i~;/~t;~f~~'(D~i~~:~n~~ u~~f'H~~ Il E~~dta~; 
l: ~F~:~~!~t~~~"' 2: E/P-I~~~!~1:" 3 IPNV Buhli~~~~t 
4: P/E-6i~~~~~ 
2~?i~1' 1:~~~c~~'4)6'~a"' ~f~j}~~~al~)6~tt~tV¥o 4'~e~" 3~~I~~iL_ 
~~ ~~: EH t~t ~~~ il~ ~) ~{ ~E h~ ~J~tG~ ~b 6 ~'L ~0 
- 5 -
．一』
』
『・ 、　』＿
　　　一～
　ぬ
に
－＼、　噸
’、
f
一
鶴
鳴　、　　　、、
顛
臨
モ　　■
　　、．“
篭
　　　　　　　羅曹●　　　　　　　　　・粥
㌔ダ、
　　　　　　ナ　疑て、：帰紬〆　』塊」～“・・ 軌 r
堕ソの．
，v
●
　璋　　　　セ為
辱伍
　 隈．2
d議『
O　　　　鴨
　ψ　　　　　、
o
　　｝、購
　 　マ 　　 　マで　マ費　鰹試サ’d噌　　　　　　　職
㌧，
　　　！3“｝・q膏、一
図14－b　再集合IPNV接種ニジマス稚魚の病理組織3腸管、H・E染色
　　　1：非接種対照魚、　2：IPNV－Buhl接種魚、　3：P／E－6接種魚
　　　2および3では、1とは明らかに異なり、腸管上皮細胞の剥離およ
　　　び粘膜固有層の浮腫が観察される。
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　　　ウイルス
　実験1でのIPNV－Buhl、EVE、PIE－6およびE／P－1接種魚の魚体内ウイルス力価の
変動を累積艶死率曲線とともに図15に示した。PIE－6は、IPNV－Buhlと同様な魚体
内増殖を示し、肇死の始まる接種4日後には106～108TCID52／9魚体重と高いウイ
ルス力価となり、その後の蜷死魚では107TCID53／9魚体重以上となった。一一方、
E／2－1は、EVEと同様なウイルス力価の変動を示し、接種後徐々に魚体内で増殖す
るものの、最も高いウイルス力価でも105～106TCID5の／9魚体重に留まった。この
ような魚体内での低いウイルスの増殖性は、血清型がIPNV－Bublと同じである弱毒
のIP醐一Renoを接種したニジマス稚魚においても認められており（岡本，1986）、
弱毒株の条件の一つと推察される。
　間接蛍光抗体法によるウイルス抗原の検出結果を表10に接種ウイルス別に示し
た。また、一部のウイルス抗原の検出像を図16に示した。ウイルス抗原の検出さ
れた組織、すなわちウイルスの増殖がみられた組織は、　IP蝦一BuhlとP！E－6の接
種魚では同様に、膵臓、腎臓、肝臓、脾臓、心臓、消化管壁、脳、鯉、筋肉およ
び表皮等、魚体全体に及んでおり、　IPNVの増殖部位を検討したS陥nson　and
Gillespie（1981）ならびに岡本（1986）の報告と合致した。一方、EV冠とE！P－1は、
表皮における特異蛍光しか検出されなかった（図16）。この結果は、EVEとE／P－1
の増殖が、表皮に限極されていたことを示唆している。
　IPNV－BuhlとP／E－6の接種魚における観察結果は互いに同様であり、ウイルス接
種後時間の経過とともにウイルス抗原が以下のように観察された。すなわち、ウ
イルス接種2日目で既に肝臓、腎臓、脾臓でいくつかのフォーカス状に特異蛍光
が認められ始め、4日目以降では膵臓、鰯、消化管壁および筋肉など、特に膵臓
では非常に強い特異蛍光が認められ、脳および表皮での検出はこれより多少遅れ
る傾向があった。
　この観察において、IPNV－B曲1とP／E－6の接種魚で、接種2日後には既にウイル
ス抗原が間接蛍光抗体により検出されたことから、ウイルスは、鯉または消化管
などの外界に接する器官で一旦増殖することなく、直接、肝臓、腎臓および脾臓
などの臓器で増殖する可能性があると考えられた。また、これらの器官の内、最
初に特異蛍光が強くなる器官は脾臓であり、脾臓での初期増殖は今までに報告さ
れていないことから、注目に値する知見である。さらに日間艶死率の高いウイル
ス接種後5日目と6日目では、消化管壁の特異蛍光が蜷死の終息する接種9日目
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図15　再集合IP脚および親ウイルス接種ニジマス稚魚における
　　魚体内ウイルス力価
　［UはIPNV－B曲1接種魚、　［2］はP／E－6接種魚、［3］はE聡接種魚、
　〔4］はEIP・1接種魚　　　　0は生残魚、　　　●は蝿死魚の測定値
　　　・一…一　は検出限界を示す。
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図16　閲接蛍光抗体法によるウイルス抗原検出例
　　1：E／P－1接種魚：幽門垂および膵臓に特異蛍光は課められない。
　　2＝EVE接種魚：表皮に認められた特異蛍光　　　　　　　・
　　3：IPNV・Buhl接種魚：消化管の筋層と固有層および膵臓の広範囲に
　　　将異蛍光が認められる。
　　4：P／E－6接種魚＝IPNV－Buhl接極魚と同様に特異蛍光が認められる。
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表10－1　1PNV－Buhl株接種ニジマス稚魚における間接蛍光体法によるウイルス抗原検出部位
接稠後継過 日数
臓器 2 3 4 5 6
無 一 － 『 十 十　　　十 十十 十 十 十　・ 千十 十十 十十 十十 十十
消化
壁
一 葡 一 十 十　　　十十 十÷ 十 十 ・ト十 十十 十十十 十十十 十一ト十 十十十
腎臓 騨 嘗 十 十 十十　　・卜十 十十 十 十 十 十十十 十十十 十十 十十 十十
膵臓 一 一 一 十 十　　　÷ 十十十 十 十 十十 十季十 ・卜千十 十十十 ÷・ト÷
体色 肝臓 哺 一 十 十 十十　　十十 十十十 十十 十 十 十｛・ 十十十 ・卜十 ・卜十 十十
正常魚 脾臓 一 層 十 十4・ ・卜十十　・卜十÷ 十十十 十十 垂十療 十十十 十千十 十千÷
心臓 一 閂 一 檜 一　　　十 十 o 十 ” 十 尋 十十 十 十
脳 幅 一 彌 一 噂　　　　　　　　　　　　　　　　P 十 十 塵 一 十 十 十十 予 十
筋肉 P ， 一 一 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 十十 十 ÷ 十 十 十 十十 十 十
表皮 留 冒 － 一 一　　　　　　　　　　　　　　　　鱒 一 一 一 騨 薗 冒 一 ， 臼
鯉 十十， 十十 十十 十十 十十 十十 十十 十十 十十
消化
壁
十十十 十十十 十十十 ・ト÷十 十十十 十十十 十十十 モモ十 十十
腎臓 十十十 十十十 十十十 十十十 十十十 ÷十十 十十 十十
膵臓 十十十’ 十十十 十十十 十十十 十十十 十十十 十一ト十 十÷十
体色 肝臓 十十十 十十十 十十十 十十十 十十十 十十十 十十 十十十 十
熟化魚 脾識 十十十 十十十 十十÷ 十十十 十十十 十十十 十｛・十
心臓 十十 十÷十 十十 十十十 十十 十十 十 十 十十
脳 十 十 十 十 十 十 十 十十 十十
筋肉
皮
十十 十十 十十 十十 ・卜十 十一 十曽 十十 十十
接種後経過日 数
臓器
7 8 9 ！0
鱒 十 十 十 十十 十　　　　十 十 十 十十 十 十 十
消化
壁
十十 十十 十十 十十 十十　　十十 十十 十 十 十十 十 十
腎臓 十十 十 十 十十 十　　　十十 十十 十 十 十 十 十
膵臓 十十十 十十 十十｛一 十十十 十十十　十・ト十 十十 十f 十十 一ト十 ・卜十 十十
体色 肝臓 十十十 十 十 十十 十　　　十 十十 十 千 十十 十 十
正常魚 脾臓 十十 十十 十十十 十十 十十十　十十 十十 十十 十十 十十 十十 十十
心臓 十十 十 十 十 十　　　　十 十 十 十 十 ÷ 十
脳 十十 十 十十 十 十　　　十 十 十 十 十十 十 十十
筋肉 十 十 十 十十 十　　　十 十十 十 十 十 十 十
表皮 ÷ 一 一 十 十　　　十 十 十 十 偏 十 P
鰍 十十 十十 十十
消化
壁
十十 十 ・卜十十
腎臓 十 十 モ十十
膵臓 十十十 十十十 十十十
体色 肝臓 十 十 十十十
黒化魚 脾臓 十・トモ 十十十 十十十
心臓
筋肉
十十十 十十十十十 十十
十十
表皮 一 一 －
判定基準1 一：物異蛍光が認められない、　　＋＝組織のごく一部に特異蛍光が認められた、
十十：組織中に特異蛍光が点々と誌められた、　　＋＋＋3組織全体に特異蛍光が
認められた、　　空白は、　供試魚あるいは目的組織がなかったことを示す。
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表10・2　P／E－6接種ニジマス稚魚における閥接蛍光体法によるウイルス抗原検出部位
i接種後経過日数
臓器 2 3 4 5 6
隠 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　圃 一　　　一　　　十十 十　　　十　　　　一 ・ト十　　十　　　十 十　　　　十十　　　十十
消化
壁
一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胃 十　　　一　　　十十 十十　　十十　　一 十十　　十÷　　千十 十十　　十十　　十十
腎臓 “　　　十　　　十 ÷　　　一　　　十十 十　　　十十　　辱 十　　　十十　　｛十 十十　　十千　　十十
膵臓 曹　　　　　　　　　　　　　　　 ．　　　　　　　　　　　　　　　　一 十　　　爾　　　十十 十　　　十・卜　　■ ＋＋．　苧＋＋　＋＋＋ 十十十　÷十十　十十十
体色 肝臓 尊　　　　　　　　　　　　　　　 鳳　　　　　　　　　　　　　　　　一 十　　　十　　　十十十 ・ト　　　十十　　十 十苧　　・卜｝　　十十 十十　　十十　　十十
正常魚 脾臓 卿　　　十　　　　一 十十　　十　　　十十十 十十　　十十十　十 十十十　十÷　　十十 十十｛・　十十十　十十十
心臓 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　・ 9　　　一　　　十 一　　　十　　　　一 一　　　十　　　十 十十　　十　　　十
，
脳 顧　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　一 一　　　・卜　　　一 ・卜　　　苧　　　十 十　　　十　　　十
筋肉 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胃 一　　　軸　　　十十 十　　　十　　　　鱒 十　　　十　　　十 十十　　十十　　十
表皮 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 員　　　　　　　　　　　　　　　 一　　　　　　　　　　　　　　　　曹 一　　　　　　　　　　　　　　　　陶　　　　　　　　　　　　　　　　， 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　騨
鯉 十十 十・卜　　十十　　十十 十十　　十十
消化
壁
・トト十 十十十　　十十十　十十 十十　　畢壱
腎臓 ÷・卜十 十十　　十十十　十÷ 十十　　　十十
膵臓 ＋＋ナ 十十十　十十十　十十十 十十一ト　十十÷
体色 肝臓 十十十 十十十　十牽　　・卜十 十十　　　十十
．黒化魚 脾臓 十十十 十十十　十十十　十十十 十十　　十十十
心職
筋肉
十十
十十十
・卜　　　十　　　十十
　　　十　　　÷
　　　十十　　十
十　　　十
　　　十
卜　　　十
表皮 願 彌　　　　　　　　　　　　　　　　ρ　　　　　　　　　　　　　　　　一 甲　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
接種後経過日数
一
臓滞 7 8 9 10
鰹 十十　　一　　　十 十十　　十　　　十 十　　　十　　　十 十　　　十　　　　十十
消化 ｝十　　十　　　十十 十十　　十十　　十手 十　　　十　　　一 一　　　千十　　　十
管壁
臓 十　　　　十　　　　十 十十　　十　　　十十 十　　　・卜　　　一 十　　　十　　　　十
膵臓 十十十　千・卜　　十十 十十十　十十十　十十十 十十　　十十　　十 十十　　十十十　　十十
体色 肝臓 十十　　十　　　十 十十　　十　　　十 十　　　十　　　　一 十　　　十　　　　十十
正常魚 脾臓 十十十　十十　　十十 十千　　十十十　十十 十十　　十十　　十 十　　　十4・　　　十十
心臓 十　　　　一　　　　十 十　　　十　　　十 一　　　　　　　　　　　　　　　 一　　　　　　　　　　　　　　　　一 ．　　　・ト　　　　ー
脳 十　　　　一　　　十 十　　　十　　　十 一　　　十　　　　一 一　　　十　　　　十
筋肉 十　　　一　　　十 十十　　÷　　　十 十　　　・ト　　　十 十　　　十　　　　十
表皮 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　甲　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聾 十　　　十　　　十 “　　　一　　　十 一　　　　　　　　　　　　　　　　曝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒
鯉消化
壁腎臓膵臓
牽十
十十十
十十
十十
十十
十十
体色 肝臓 十 ・卜十十
黒化魚 脾臓
臓脳筋肉表皮
十十
十十一
・卜十十
判定基準； 一＝特異蛍光が認められない、　　＋3組織のごく一部に特異蛍光が認められた、
＋＋；組織中に特異蛍光が点々と認められた、　　＋＋＋：組織全体に特異蛍光が
認められた、　　空白は、　供試魚あるいは目的組織がなかったことを示す。
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表10－3 EVE接種ニジマス稚魚における悶接蛍光体法によるウイルス抗原検出部位位ド
臓器
接種後経過日数
2 3 4 5 6
踊 ” 一 － 一 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一 一 一 一 甲 稠
消化
壁
， 軸 『 － 属　　　　　　　　　　　　　　　囎 印　　　　　　　　　　　　　　　ロ 一 一 ” 一 一 一 即
腎臓 『 一 一 ， 冒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒 P　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一 曹 一 り 曽 一
膵臓 一 曹 曹 P 鱒　　　　　　　　　　　　　　　　騨 一　　　　　　　　　　　　　　　一 9 一 需 轟 胴 り 曹
体色 肝臓 一 一 騨 ” 一　　　　　　　　　　　　　　　　一 軸　　　　　　　　　　　　　　　一 一 脅 一 昌 塵 一 ”
正常魚 ・脾臓 一 一 P 一 一　　　　　　　　　　　　　　　　喩 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　” 一 一 曹 一 一 薗 曽
心臓 隔 q 軸 一 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 繭　　　　　　　　　　　　　　　一 一 『 匂 喝 一 一 嗣
脳 一 一 一 一 一　　　　　　　　　　　　　　　　一 闇　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 冒 ” ” ” 一 一
筋肉 卿 『 9 一 ，　　　　　　　　　　　　　　　　孕 一　　　　　　　　　　　　　　　一 響 暫 一 一 帽 臼 一
表皮 一 － o 閥 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 十　　　十 一 十 十 十 十 十 軸
臓器
接種後経過日数
7 8 9 10
鰍 一 雪 一 一 讐　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　 ■　　　　　　　　r 一 一 騨 －
消化
壁
『 一 噂 一 禰　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　甲 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　禰 陶 嘲 一 陶
腎臓 一 口 － 閣 曹　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　” 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 薗 鞠 葡
膵臓 一 一 ， 曽 ”　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 曙　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一 巳 一
体色 肝臓 卿 一 一 層 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒 一　　　　　　　　　　　　　　　申 働 一 甲 一
正常魚 脾臓 一 暢 甲 層 ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o 脚　　　　　　　　　　　　　　　　， 甲 一 － 冒
心臓 一 一 一 留 卿　　　　　　　　　　　　　　　　P 一　　　　　　　　　　　　　　　　一 ” 一 一 一
脳 口 o 一 齢 甲　　　　　　　　　　　　　　　　匂 一　　　　　　　　　　　　　　　　圃 稠 一 甲 一
筋肉 一 『 巴 口 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　” 鱒　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一 餌 －
表皮 層 十 十 十 十　　　　一 十　　　十 十 十 匂 一
判定基準1 一＝特異蛍光が誌められない、　　＋3組織のごく一部に特異蛍光が認められた、
＋＋：組織中に特異蛍光が点々と認められた、　　＋＋千：組織全体に特異蛍光が
誌められた、　　空白は、　供試魚あるいは目的組織がなかったことを示す。
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表10－4　E／P－1接種ニジマス稚魚における間接蛍党体法によるウイルス抗原検出部位
接種後経過日数
臓器 2 3 4 5 6
無 曙　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　需 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 噛　　　　　　　　　　　　　　　踊　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　噌 一
消化
壁
一　　　　　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　廓 餉　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　層 一　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　巴 一
腎臓 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 ”　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　噌 臼　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　冒 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　卿 甲
膵臓 胃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　卿 隠　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　 一　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　　〇　　　　　　　　　　　　　　　　欄 一
体色 肝臓 嘗　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　甲　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　盧 冒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 働　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　一 8　　　　　　　　　　　　　　　 ，　　　　　　　　　　　　　　　　一 ”
正常魚 ・脾臓 一　　　　　　　　　　　　　　　　扁　　　　　　　　　　　　　　　　一 輔　　　　　　　　　　　　　　　　辱　　　　　　　　　　　　　　　⇔ 一　　　　　　　　　　　　　　　 卿　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　鱒 齢
心餓 －　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　卿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　働 』　　　　　　　　　　　　　　　 陶　　　　　　　　　　　　　　　　霞 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 ，
脳 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　幅 ”　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　” 甲　　　　　　　　　　　　　　　 嘲　　　　　　　　　　　　　　　　r 昌　　　　　　　　　　　　　　　 一　　　　　　　　　　　　　　　　一 曹
筋肉 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－ 一　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　一 甲　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　ρ　　　　　　　　　　　　　　　　一 甲
表皮 一　　　一　　　十 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　甲 十　　　十　　　十 一　　　　十　　　　一 十
接種後経過日数
臓滞
7 8 9 10
鱒 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 F　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　国 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　” 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口
消化
壁
『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　昌 曹　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　騨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　昌 一　　　　　　　　　　　　　　　 一　　　　　　　　　　　　　　　　－ 彌　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　噌
腎臓 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　囎　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 需　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　薗 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　騨 『　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　臼
膵臓 ”　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胃 闇　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　國 一　　　　　　　　　　　　　　　　臼　　　　　　　　　　　　　　　　ロ 隔　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　，
体色 肝臓 “　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　轄 一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　り ”　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
正常魚 脾臓 鱒　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　讐 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 俸　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　輯　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
心臓 甲　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9 薗　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　 ロ　　　　　　　　　　　　　　　　ー 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
脳 －　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　檜 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 噂　　　　　　　　　　　　　　　甲　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
筋肉 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胃 輯　　　　　　　　　　　　　　　　甲　　　　　　　　　　　　　　　　騨 偶　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
表皮 。　　　十　　　十 十　　　　十　　　　十 ・　　　十　　　十 一　　　十　　　　一
判定基準1 一：特異蛍光が認められない、　＋：組織のごく一部に特異蛍光が認められた、
＋＋＝組織中に特異蛍光が点々と認められた、　　＋＋＋＝組織全体に特異蛍光が
認められた、　　空白は、　供試魚あるいは目的紐織がなかったことを承す。
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および10日目と比較し、強い傾向が認められた。このことは、消化管壁でのウイ
ルスの増殖とその結果である病変、すなわち消化管の筋層および粘膜固有層の壊
死を伴う浮腫（図14）が、1囲の急性発症と密接な関連があることを示唆しており，
班CKnight　and　RObertS（1976）、．RObertS　a図挽Knight（1976）および岡本
（1986）の報告の中でも同様に消化管での病変の重要性が強調されている。
小括
　本章では、前童で作出した再集合ウイルスとその親ウイルスの、ニジマス稚魚
に対する病原性を、弊死率、魚体内ウイルス増殖量とその増殖部位および病変部
位を調べることで検討した。その結果、　PIEウイルスの病原性は、強毒のIPKV－
Buhlと同じく高く、EIPウイルスのそれは、弱毒のEVEと同じく極めて低かった。
すなわち、ニジマス稚魚に対するIP即一BuhlとEVEの病原性の差異は、ウイルス
R酷分節Aによって決定されることが証明された。従って、病原性を決定する蛋白
は、R酷分節Aにコードされた蛋白であるといえ、またRNA分節Bがコードする内
部蛋白VP1は、病原性に直接的には関連しないことも明白となった。IPWの病原性
をRNA分節単位で明らかにした報告は、本研究が初めてである。
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第4童　IP酬のRNAポリメラーゼの性状および毒力との関連性
　R陥ウイルスの増殖は、ウイルスが細胞に感染し、自らのR甑を転写し、mRNAを
作り、これによりウイルス蛋白が合成される一方、RNAを複製しこの子R酷を、合
成されたウイルス蛋白が包み込み、場合によってはさらに脂質膜を被り、子ウイ
ルスが完成し、細胞から放出されるという過程からなっている。この増殖過程に
おいて、RNA合成は中心をなす部分であり、これを直接司る酵素がウイルス特異の
RNA依存R酷ポリメラーゼである。レトロウイルスを除くR酷ウイルスは、例外な
く自らのRNA複製のためにウイルス遺伝子にコードされたRNA依存RNAポリメラー
ゼを有している。そこで、本酵素はウイルスの化学療法剤の標的としてウイルス
制御の観点から研究されているだけでなく、酵素学的な観点からも多くの研究が
なされ、機能解明が進められている（Bishop，1977、Kamer　and　Argos，1984）。
　ポリオウイルスを代表とするプラス鎖R酷ウイルスでは、感染細胞内に、またイ
ンフルエンザウイルスやラブドウイルスを代表とするマイナス鎖R甑ウイルスおよ
びレオウイルスを代表とする二本鎖RNAウイルスでは、ウイルス粒子内に照Aポリ
メラーゼを見出すことができる（Bisぬop，1977）。二本鎖R陥のIPNVでもそのウイ
ルス粒子内にRNAポリメラーゼ活性が認められている（Cohen，1975、海rtens　et
al．，1982）。ウイルス蛋白の内、どの蛋白がRNAポリメラーゼ活性を担っている
かを直接的に明らかにするためには、ウイルス蛋白を一つずつ分離精製し、R酷ポ
リメラーゼの再構成実験を行わなければならない。この再構成実験のためには、
まずウイルス粒子のコア分画をR酷ポリメラーゼ活性を保ちながら用意することが
必要である。インフルエンザウイルスやラブドウイルスでは、適当な処理により
RNAポリメラーゼ活性付随のロア分画を得ることができるが（Bishop，1977）、レ
オウイルスにおいては、コアを得るような処理では、R甑ポリメラーゼ活性も失わ
れてしまうため、RNAポリメラーゼ蛋白を特定するに至っていない（White　and
Z聾eerink，1976、珂organandKingsbury，1980、DraynaandFields，1982）。
IPNVに関しても、レオウイルスと同様、EDTAやトリプシン処理では、コア分画は
得られず、RNムポリメラーゼ蛋白は未だ特定されていないが、その本体は、分子量、
ウイルス粒子中に含まれる分子数およびゲノムR酷の末端結合蛋白の分子量等から、
ウイルス粒子内部にある蛋白VP1と推測されている（Dobos　et　al．，1977）。しか
し、RNAポリメラーゼは、VP1とVP3の複合体である可能性も考えられる。また、も
しRNAポリメラーゼがVP1とVP3の複合体であるならば、VP3が前章で明らかにした
毒力を規定するRNA分節Aに二一ドされていることから、毒力とR甑ポリメラーゼ
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が直接的に関連する可能性も考えられる。しかし、VP3がRNA複製に関してどの様
な影響を有しているのか、何の情報も現在得られていない。
　照Aウイルスにおいて、ウイルスの毒力とR酷ポリメラーゼとの関係については、
そのウイルス粒子中の活性の強さや細胞内での発現の度合を含めたRNA合成力の違
いが、毒力を左右するのではないかと考えられるが、インフルエンザウイルス
（Scholtissek，1979）、　レオウイルス（Fields　and　Greene，1982）、パラミク
ソウイルス（永井，1988）およびブニヤウイルス（Bishop　and　Shope，1980）で
は、ある特定組織に感染できるかどうかという感染の段階が毒力を決定するとさ
れ、細胞内のR甑合成の段階と毒力との関係については否定的である。しかし、
アレナウイルス科のリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルスでは、RN（ポリメラーゼをコー
ドすると考えられるR甑分節が、モルモットに対する毒力を規定しているとする報
告もある（Riviereetal．，1985）。
　本章では、IPNV粒子中のRN（ポリメラーゼの性状を調べ、前章で作出した再集合
ウイルスを用いて、RNAポリメラーゼ活性を担う蛋白を推定し、さらに阻害剤を用
いて基質認識様式について検討した。また、血清型および毒力の異なる分離株を
用いて、その性状を基質親和性を表すミカエリス定数（Km値）で比較し、RNAポリ
メラーゼの本体およびその性状と毒力の関係について述べ、さらにRNA複製におけ
るVP1とVP3の機能と毒力との関連性について論じる。
第1節RNAポリメラーゼの性状
材料と方法
R廻Aポ’リメラーゼ
　本研究では、IPNV粒子中に含まれるR酷ポリメラーゼをウイルス粒子のまま供試
した。第1章第1節のウイルス精製の操作と同様にしてIPNV－Buhl（C4－P2）を精製
し、50醐Tris一肌1（pH8．o）に透析した後、R甑ポリメラーゼ反応に供するまで
一80℃に保存した。精製ウイルスの蛋白量は、牛血清アルブミン（Sigm，frac－
tion　V）を標準として、Loury　et　al．（1951）の方法により測定した。
・　　の淵
　RNAポリメラーゼ活性の測定は、Mertens　et　al．（1982）の方法を一部改良して行
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った。
　精製ウイルスを前処理することなく、以下の反応液中で反応させ、活性を測定
した。ただし、活性測定は、二重測定とした。反応液は、全量50μ1で、　50mM
Tris－HCl（pH8．0），50副（廻H4）2SO4，6皿闇gCl2，1醐ATP，GTP，CTP，40媚
［3H］一UTP（20cpm！pmol）（［3H］一UTPはRENより、ATP、GTP、CTPおよびUTPは生化
学工業よりそれぞれ購入した）および10μ1の精製ウイルスの組成とした（以下、
リボヌクレオチド3リン酸の内のどれか一っを示すときにはMPと、また複数を示
すときにはNTPsと略す）。
反応を30℃において30分間行った後、氷冷して反応を停止させ、反応液40μ1をグ
ラスフィルター（恥atman，GFIA）上に塗布し、風乾させた。風乾後、グラスフィル
ターを1筋トリクロロ酢酸で30分聞洗浄し、っいでメタノールで洗浄し、乾燥後、
トルエン系シンチレーターを用いて、フィルターの残存放射活性を液体シンチレ
ーションカウンター（Searle，照一皿　Model8660）で測定した。
　RNAポリメラーゼ反応におよぼす種々の物質の影響を調べる場合は、上記の反応
液に、表10に示した濃度で供試物質を加え、活性測定を行った。影響を調べた物
質は、　dithiothreiしol（DTTと略記する）　（和光純薬工業、生化学用）、　NaCl、
（NH4）2SO4（関東化学、酵素精製用）、S－adenosyl－L－methionine（S醐）（Sigma）、
actinomycin　D（Act－D）（P－L　Bioche応cals）であった。ただし、（NH4）2SO4の
影響を調べる場合は、　（NB4）2SO4を図18に示した濃度で加え、さらに反応液中の
Tris－HCl（pH8．0）を50mMおよび100mMの2濃度として行った。
ミカエリス定数　K搬値　の算
　以下の反応溶液を用い、前項のRNAポリメラーゼ活性測定法に準じて調べた。
　反応溶液は、50mM　Tris－HCl（pH8．0）、50醐（NH4）2SO4、6酬阿gCl2、1mM3NTPs
（Km値を求める基質以外のNTPs）、Km値を求めたい基質の種々の濃度の［3H］一MP
（20cpm／pmol）、1単位のRNAポリメラーゼ（精製ウイルス）　（1単位は、30℃におい
て1時間の反応で1nmolの脳Pを取り込む活性量とした）の組成とした。
　K搬値を求めたい基質の各濃度における反応速度（pmol／miR）を求め、横軸に基質
濃度の逆数、縦軸に反応速度の逆数をプロットし（Lineweaver－Burkプ目ット）、
得られたプロットの横軸切片（一1／KのよりK恥値を算出した。
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結果および考察
　IPNVのRNAポリメラーゼは、　レオウイルスのそれの場合（Skehel　and　Joklik，
1969）と異なり、同じバーナウイルス科に属するハエのウイルスDrosophila　X
Virus（DXV）（Bernard，1980）やレオウイルス科におそらく分類される昆虫の細胞
質多角体病ウイルス（Smith　and　Furuichi，1980）、さらにφ6ファージ（Part－
ridge　et　al．，1979）と同じく、何の前処理もなくウイルス粒子中にその活性が見
い出される（Cohen，1975、Kertensetal．，1982）。
　R貼ポリメラーゼの活性を経時的に調べると、反応開始後約45分まで直線的に増
加するので（図17）、反応時間は30℃で30分とした。IPNVのRNAポリメラーゼは、
真核細胞のDNA依存RNAポリメラーゼの阻害剤であるactinomycin　Dに非感受性であ
ることから（表11）、RNA依存RNAポリメラーゼであるといえる。Mertens就al．
（1982）は、最適反応条件を100崩Tris－Ilcl（pll8．o）、6耐頁gcl2、2副ATP，GTP，
CTP、20μ岡311－UTP、24μgベントナイト、反応温度を30℃とした。これを参考に
して、本研究では、塩濃度を100測Tris－IIClの時と50州Tris－llClに（NII4）2SO4
を加えた時とのRNAポリメラーゼ活性を比較したところ、50醍Tris－IICl、　50崩
（NII4）2SO4の時に100mMTris¶Clの時よりも高い活性を示した（図18）。このとき
のRNAポリメラーゼ活性は、11332pmol胴P　incorporaしed／h／mg蛋白であった。
　RNAポリメラーゼ反応におよぼす種々の物質の影響を検討した結果を表10に示し
た。Cohen（1975）および醒ertens　et　al．（1982）によれば、NaClやKClの一価のイ
オンの添加は、著しくRNAポリメラーゼ活性を減少させ、また他のウイルスRNAポ
リメラーゼの活性を上昇させるとさせるSAM、キャップ供与体、ピルビン酸＋ピル
ビン酸キナーゼ、細胞抽出液などの添加は、無効であったという。本研究でも同
じくに甑Clの添加は、活性を減少させ、S醐やDTTは活性上昇をもたらさなかった。
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図17　1PNVのRNAポリメラーゼ活性と反応時間との関係
　　RNAポリメラーゼ反応が、反応開始から45分間までは直線的に
　　進行することが分かる。
　　　　　　　　　　　　　　　　一49一
SAMは、RNA末端にキャップ構造を有するRNAウイルスのRNAポリメラーゼ活性を上
昇させると考えられている。IP酬のようにゲノムRNA末端がキャップ構造ではな
くr ノム結合蛋白を有するウイルス（PerSSOn　and肱CdOnald，1982）では、反
応開始時にS胡を必要としないため、活性上昇をもたらさなかったと推察する。
表11　HNVのRNAポリメラーゼ反応におよぼす
　Act－D、　SA｝1、　DTTおよびNaClの影響
添加物 活性 （労）県1
十 Act－D400μ1｛ 98
十 SA濱
8mト1 81
0。8m卜i 102
十 DDT10mM 90一
5m｝i 107
！．25面｛ 102
十 NaCl
50皿塾1 57
10ml・1 80
＊1　反応溶液に何も加えないとき
　　の活性を100鬼とした。
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図18　1PNV－BuhlのRNAポリメラーゼ』
　　活性におよぼす（NH4）2SO4の影響
　　最も高い活性を示した時を100（％）として示した・
　　　△は50mMTris－IICl（pII8。0）、
　　　▲は100mM　Tris・Ilcl（pII8．o）の存在下で測定した。
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鑛
　IPNVのRNAポリメラーゼに対する各NTPのKm値を表12に示し、またNakayama　aRd
Saneyoshi（1985a，b）により報告されているサクラマス肝臓由来のDNA依存RNAポ
リメラーゼ1およびHに対するKm値も併記した。
　IP酬のR甑ポリメラーゼに対するKm値は、4っの塩基でサクラマス肝臓由来の
RNAポリメラーゼよりも大きい値を示し、またプリン塩基の方がピリミジン塩基よ
りも大きく、特にATPのKm値は大きかった。水泡性口内炎ウイルスやレオウイル
ス（Morgan　and　Kingsbury，1980）でも報告されているように、ATPのKm値が大き
いことは、躍AウイルスのRNAポリメラーゼの一っの特色であると考えられる。
表12　1PNV－BuhlのRNAポリメラーゼとサクラマス肝臓由来RNAポリメラーゼのK皿値
翼TP
Km値（μM）
IPNV－Buhl サクラマス肝臓q
R酷ポリメラーゼ RNAポリメラーゼI　RNAポリメラーゼII
ATP
TP
TP
TP
322．5
40．8
7．4
6．7
34　　　　　　　　　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　圃
．3　　　　　　　　　6。2
　　　　　　　　　　4
＊1　Nakaya皿a　and　Saneyoshi（1982a，b）より引用した。
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第2節　再集合王PNVを用いたRNAポリメラーゼ蛋白の推定
材料と方法
RNAポリメラーゼ
　前章で作出した再集合ウイルスEIP－1、P／E－2およびP／E－6、また親ウイルスであ
るIPNV－Buhl（C4－P2）とEVE（C1－P2）を前節と同じ方法で精製し、RNAポリメラー
ゼ反応に供試した。
Km値の算出
　前節のKm値の算出の項と同様にして行った。ただし、IPNV－Bubl以外のウイルス
のRNAポリメラーゼに対しては、反応溶液中の（NH4）2SO4の濃度を25mMとし、また
加える酵素量は0．1単位とした。
RNAポリメラーゼ活性に及ぼす樋Cl一響
　前節と同様にして、反応溶液にMgCl2と（NB4）2SO4を添加し、R酷ポリメラーゼ活
性に及ぼす影響を調べた。
結果および考察
ウイルス粒子中のR甑ポリメラーゼ活性
　親ウイルスIP酬一Buhlのウイルス粒子中のR甑ポリメラーゼ活性は、11332pmol
UMP　incorporated／h／mg蛋白と、またEVEのそれは、10343pmol　UMP　incorpo－
rated／h／皿g蛋白と算出され、両ウイルスで近似した値を示した。再集合ウイル
スについては、測定しなかった。
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再集合ウイルスに対するKm値
　各NTPのKm値を表13に示した。親ウイルスであるIPNV」BuhlとEVEのRNAポリメラ
ーゼに対するK皿値は、UTPについては差異が見られないが、プリン塩基のATPおよ
びGTPに関しては差異が認められた。再集合ウイルスに対するATPおよびGTPのKm値
は、EIP－1はIPNV－Buh1と、PIE－2およびP／E』6はEVEと酷似した。この結果から、
K皿値はRNA分節Bと相関することが明らかとなった。つまり、Km値を決めるRNAポ
リメラーゼの基質認識に関わる部位、すなわち基質結合部位は、RNA分節Bがコー
ドするVPl上にあることが判明した。
表13　再集合IPNVのRNAポリメラーゼのKm殖
NTP
Km値（μ卜i）
ウ『イノレス
IPNV－BuhlEVE EIP－1 P／E－2 PIE－6
ATP
TP
TP
TP
333．0
42．7
　＿卓1
2．5
408．0
3．8
　扁
4．3
333．0
38．〇
　一
2．2
400．0
4．0
　甲
　一
392．0
0．〇
　一
2．0
瞬　測定しなかった。
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軽Cl2の影響
　MgCl2を2剛、6崩、10mM添加したときの活性を比較すると、再集合ウイルスお
よび親ウイルスでほぼ同様な値を示した（図19）。
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図19　再集合IP牌および親ウイルスのRNAポリメラーゼ活性に
　　およぼす取Cl2の影響
　　各ウイルスで最も高い活性を示した時を100（％）として示した。
　　　●はIPNV－Buh1、　▲はEVE、　ロはP／E－6、
　　　旧はP／E－2、　△はEIP－1
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（NII4）2SO4の影響
　（NII4）2SO4の濃度を、0、25、50、75、100崩とした時の活性を測定し、その影
響を調べた（図20）。
　前節で述べたようにIP醒一Buhlでは50mMの時に最大活性が得られたが、別Eで
は25崩の時に最大となった。再集合ウイルスでは、EIP－1、P／E－2およびP／E－6と
もに25mKの時に活性が最大となったが、最大活性の25mKをはさんでOmKの低塩側と
50副以上の高塩側とでは、（Nll4）2SO4による影響の現れ方において、3つの再集合
ウイルスと親ウイルスとの関係が異なることが分かった。低塩側では、PIE－2およ
びP／E－6はEVEと、E／P－1はIPNV－Buhlと同様な活性値を示した。すなわち、低塩側
では、RNAポリメラーゼ活性は、RNA分節Bに依存していると判断される。一方、
高塩側では、逆にPIE－6とIPNV－Buhlが、E／P－1とEVEが同様な活性値を示した。し
かし、P／E－2ではその活性が著しく減少していた。この再集合ウイルスが、第2章
第2節で述べたように、同じタイプの再集合ウイルスP／E－6およびPIE－36と比較し
構造蛋白VP3の分子量が異なったことから、このVP3の違いが活性を減少させたと
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図20　再集合IPNVおよび親ウイルスのR甑ポリメラーゼ活性に
　　およぼす（Nll4）2SO4の影響
　　各ウイルスで最も高い活性を示した時を100（％）として示した。
　　　●はIPNV－Bu鼠、　▲はEVE、　口はP／E－6、
　　　ロはP／E－2、　ムはE／P－1
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推察される。一方、高塩側での他の再集合ウイルスと親ウイルスとの活性変動の
関係は、RNA分節Aに依存していることを示している。　VP3は、RNA分節Aにコー
ドされることから、高塩側でのRNAポリメラーゼ活性変動は、VP3の機能と関連し
ていると判断され、このことは、構造蛋白VP3が、RNAポリメラーゼの活性発現を
補助する機能を有していることを示している。
　以上のように、RNAポリメラーゼ活性に対する（㎜4）2SO4の影響を調べることに
より、VP3の機能の差異を明らかにできると考えられる。また、第2章第2節にお
いて、P／E－6と比較しVP3の分子量が異なったP／E－2は、他の2つのP／Eウイルス
と比べ、プラックサイズが小さいことも特徴であったことから、プラックサイズ
を決定する因子とVP3の機能との関連を推察した。そこで、プラックサイズの異
なるクローン間でVP3の機能に差異があるか否か、R酷ポリメラーゼ活性に及ぼす
（醐4）2SO4の影響を上記と同様にして調べ、検討した。供試ウイルスは、第1童第
3節で得たVP3の分子量では同じであるが、プラックサイズでは異なるクローン、
すなわち日本分離株PV－8501から得た大プラッククローンPV－8501（L－1）と小プラ
ッククローンPV－8501（S－1）およびIP酬一Buhl（C4－P2）とそれから得た小プラ
ッククローンIPNV－Buhl（S－3）を用いた。ただし、IP酬一Buhl（C4－P2）のプラッ
クサイズを測定すると、小プラックが少数含まれていたが、ほとんどは大プラッ
クであったので、大プラッククローンと判断した。大プラッククローンPV－8501
（L－1）は、IPNV－Buhlと同じく、明らかに小プラッククローンPV－8501（S－1）お
よびIPNV－Buhl（S－3）よりも高塩側でR甑ポリメラーゼ活性が高く、また、大プラ
ッククローン同士あるいは小プラッククローン同士では、RNAポリメラーゼ活性変
動パターンが類似した（図21）。この結果から、そのメカニズムは明らかでない
が、VP3の機能とプラックサイズとの相関性が示唆された。ウイルスと細胞の相互
作用に観点を置いて、身近によく経験するプラックサイズの違いについて、VP3の
機能に注目し、なぜプラックに大きいものと小さいものがあるのか、そのメカニ
ズムが解明されることが期待される。さらに、VP3の核酸合成に関わる機能におい
て、差異のある大小プラッククローン聞、すなわち、PV－8501（L－1）とPV－8501
（S－1）、およびIPNV－Buhl（C4－P2）とIP咽一BuM（S－3）では、第1章第4章で明
らかにしたように、毒力の差異は認められなかったことから、VP3の機能は、毒力
とは直接的に関連しないことも示唆される。このことは、第3章で述べたように、
PIE－2の毒力が、PIE－6およびIP即一Buh1の毒力と同程度であったことからも支持さ
れる。
一55一
100
　と
坦
胆
坤
1
恥　　50
敏
窩
夷
誕
㏄
0
’
’
’
’
’
’
’
’
’
’
’　　　、
、
、
、
ヤq
、
、
、
、
、
、
、
、
、
、
、
、
、b
25　　　50　　　　　　　　100
（Nll4）2SO4の濃度（皿li）
図24　プラックサイズの異なるIPNVクローンの
　　R甑ポリメラーゼ活性におよぼす（NII4）2SG4の影響
　　　各ウイルスで最も高い活性を示した時を100（％）として示した。
　　　●はIPNV－Buhl（C4－P2）、　　　OはIPNV－Buhl（S－3）、
　　　■はPV－8501（L－1）、　　　　　　口はPV－8501（S－1）
RNAポリメラーゼ蛋白の推定
　前述のように、構造蛋白VP1上に基質結合部位があり、VPlは、RNAポリメラーゼ
の少なくとも一部であることは明らかとなったが、　R甑ポリメラーゼの本体が、
VP1だけであるか、あるいは内部蛋白であるVP3がサブユニットとして結合した
VP1とVP3の複合体であるかについては、明らかではない。しかし、以下のような
根拠からRNAポリメラーゼ蛋白はVP1だけであると推定する。まず、いままで述べ
てきたようにVP3の性状がPIE・6のそれと異なるP／E－2において、そのRNAポリメラ
ーゼに対するATPとGTPのKm値は、P／E－6と近似した値として算出され、VP3がRNA
ポリメラーゼの基質親和性に対し影響を及ぼさないことが挙げられる。さらに、
RNAポリメラーゼ本体がその活性発現に要求すると考えられるMgCl2の影響では・
PIE－2を含めた再集合ウイルスおよび親ウイルスでその要求性に変わりがないこと
も挙げられる。すなわち、VP3の分子量や機能が変化したとしても、R甑ポリメラ
ーゼの酵素学的性状は変化していないと考えられる。このことから、一っの蛋白
VP1がRNAポリメラーゼ活性を司っていると推定する。
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第3節　阻害剤を用いた基質認識部位の検討
材料と方法
ウイルス
　血清型がIPNV－Buhlと同じ日本分離株PV－8501の小プラッククローン　PV－8501
（S－1）（Cl－P2）を前述のように精製し、RNAポリメラーゼ反応に供試した。
阻害剤
　ATPのアナログである3㌧deoxyadenosine5’一しriphosphate（3’一dATP）　（図22）
は、北海道大学薬学部薬品有機化学講座実吉峯郎博士より分与された。
3，一dATPの阻害様式の検討
　第1節のKm値の算出の項の方法に準じ、反応溶液にはさらに32－dATPを0μ匪、
100μMおよび200μMとなるように加え、RNAポリメラーゼ活性測定を行い、その測
定値を前述のようにLille｛“eaver－Burkプロットとした。さらに、このプロットより
Km値または見かけのKm値を算出し、横軸に3㌧dATPの濃度、縦軸に見かけのKm値を
プロットし（二次プロット）、得られた直線の横軸切片（一1／Ki）より阻害物質定
数Ki値を算出した。
　　　　　　　　　　　N卜｛
　　　　　　　　　　　R　OH
図22　3㌧dATPの構造
　　　　R＝　OII：　　ATP
　　　　　　II：　3㌧dATP
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図23　3㌧dATP　Lineweaver・burkプロット
　　3㌧dATPのATP、GTPおよびUTPに対する阻害様式。また　●は0μ穫、
　　　▲は100μ団、　　■は200μ卜iの3㌧dATPを添加した時の測定値。
　　3㌧dATPの阻害様式は、ATPに対しては競合阻害、GTPおよびUTPに
　　対しては非競合阻害であることが、線形より判断される。
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結果および考察
　Liaeweaver－Burkプロットを図23に示した。この図から明らかなように32－dATP
は、ATPと拮抗する阻害様式であり、GTPおよびUTPと非拮抗の阻害様式であった。
CTPに対しては行っていないが、3，一dATPがプリン塩基であり、CTPと同じピリミジ
ン塩基であるUTPに対し非拮抗であったことから、CTPに対しても非拮抗であると
考えられる。このことから、IPNVの脳Aポリメラーゼの基質結合部位は、4つの天
然基質に対して一つづつあると推定される。さらに3㌧dA狸の附値を求めると、
165μMとなり、　Ki／Kmは、o．51であった。サクラマス肝臓由来のRNAポリメラー
ゼ1に対する3’一dATPのKi値は、3．oμ彊、Ki／Kmはo．081、RNAポリメラーゼRに
対しては、Ki値は3．0μM、　Ki／Kmは0．075であると報告されている（Nakaya皿a
and　Saneyoshi，1985a，b）。よって、IPNVのR甑ポリメラーゼの32－dATPに対する
基質認識が、細胞のR酷ポリメラーゼよりも厳しいといえ、逆にいえば3’一d訂P
は、IPNVに対して選択性が低いともいえる。
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第4節　血清型の異なる分離株聞の性状比較
材料と方法
ウイルス
　血清型が異なる3株のIPNV、すなわちIPNV－Buhl（C4－P2）、IPNV－Sp（C1－P6）
およびIPNV・ムb（C1－P7）と、血清学的にはIPNV－Abと同じであるEVE（Cl－P2）
（Okamoto　et　al．，1983）を供試した。各ウイルスを精製し、B甑ポリメラーゼ反
応に供した。
　第2節と同じ方法で算出し、比較した。
結果および考察
　各ウイルスのR甑ポリメラーゼに対するKm値を表14に示した。UTPのKm値では、
値に差異はみられなかったが、ATPのKm値では、各血清型のウイルスにおいて若干
の差異が認められた。一方、同一血清型のIPNV－AbとEVEではKm値に差異が認めら
れず、従って基質親和性においても同様な性状を有していることが明らかとなっ
た。本章第2節で述べたようにRNAポリメラーゼの基質親和性を決めるのは、RNA
分節BがコードするVP1であるので、各血清型でVP1の速度論的性状が異なること
が明らかとなった。また、本研究の中で再集合ウイルスの親ウイルスとして用い
たEVEは、IPNV－Abと血清学的に近い関係にあるばかりでなく、VP1の性状において
も酷似しているウイルスであることが明らかとなった。1
表14　血清型の異なるIPNVのRNAポリメラーゼのKm値
NTP
Km値（μ雑）
ウイノレス
XPNV－BuhlEマE　　IPNV－AbIPNV－Sp
ATP
TP
TP
TP
｛333。0
42．7
　一・1
22．5
408．0　　　　　392．0
3．8　　　77．0
　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
4．3　　　　一
285．7
4．1
　－
5．3
組測定しなかった。
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第5節　毒力の異なる分離株間の性状比較
材料と方法
ウイルス
　血清型が同じであり、また核酸および構造蛋白分子量においても差異が認めら
れないが、毒力においては明らかに異なる分離株2株、すなわち弱毒の日本分離
株PV－8501（S－1）　（C1－P1）と強毒対照のIPNV－Buh1（C4－P2）を供試した。各ウイ
ルスを精製し、R舳ぷリメラーゼ反応に供した。
　第2節と同じ方法で算出し、 比較した。
結果および考察
　両ウイルスに対するKm値は、極めて近似した値であった（表15）。このことは、
PV・8501とIPNV－BuhlのRNAポリメラーゼは、酵素学的な性状が同じであることを示
唆している。また、1970年以前にアメリカで分離されたIPNV－Buhlと1985年長野で
分離されたPV－8501のKm値とが同様であったことから、基質親和性を決定するVPl
の変異は、ほとんどないと推察される。
表15　1PNV－Buhlと毒力の異なる日本分離株の
　　RNムポリメラーゼのK皿値
NTP．
ATP
GTP
CTP
UTP
Km値（μ阿）
ウイルス
IPNV－Buhl　PV－8501
322．5
、140．8
　27．4
　26．マ
323．0
147．0
一県1
23．5
＊1測定しなかった。
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　毒力とRKAポリメラーゼとの関連では、強毒のIPW－Buhlと弱毒のPV－8501を比較
すると、前述のようにKm値では同じであり、ウイルス粒子中のR酷ポリメラーゼ活
性は、IP悶V－Bqhlでは11332p皿olUMPincorporated！h／皿g蛋白、またPV－8501で
は11580pmol　U鯉incorporated／h／mg蛋白であり、相違は認められなかった。
両者の感染細胞でのRNAポリメラーゼの産生量に差異があるかどうかが問題として
残されているものの、RNAポリメラーゼVP1と毒力との間には直接的な関連性が無
いことが示唆された。このことは、第3章でVP1をコードするR甑分節Bが毒力を
直接規定しないとした知見を支持する。
小括
　本章では、IPNVのR甑ポリメラーゼの性状を主にミカエリス定数Km値で評価し、
比較した。その結果、R酷分節BがコードするVP1は、R甑ポリメラーゼの本体であ
り、この蛋白上に四つの天然基質に対し一っずつ基質結合部位を有していること
が推定された。IPNVのR酷ポリメラーゼの基質親和性は、細胞のそれより低く、ま
たIP酬・Buhl、IP蝦一SpおよびIPNV－Abの3血清型間で区別できた。一方、この性状
は同一血清型内では保存されていると推察された。
　構造蛋白VP3は、RNAポリメラーゼの活性発現を補助する機能を有していること
が示唆された。さらに、このようなVP3の機能は、プラックサイズの異なるクロ
ーン聞では明らかに差異があることが判明した。一方、これらの大小プラックク
ローン間では、毒力は同じであることから、VP3の核酸合成に関わる機能は、毒力
と直接的には関連性しないことも示唆された。この示唆は、VP3の分子量において
P／E－6と異なったP／E－2では、P／E－6と比較しVP3の機能に差異がみられたものの、
第3章で述べたように毒力においては、P／E・6およびIP酬一Buhlと同程度であった
ことからも支持される。
　強毒株と弱毒株とを比較すると、ウイルス粒子中のR酷ぷリメラーゼ活性および
基質親和性には、差異は認められないことから、IP剛のR甑ポリメラーゼは、ウイ
ルスの毒力に直接的には関連しないことが示唆された。このことは、R酷ポリメラ
ーゼと考えられるVP1をほ一ドするRNA分節Bは、毒力に関与しないとした前章の
知見を支持する。
　以上のように、VP1およびVP3が毒力に直接的に関連しないことが示唆され、従
ってRNA分節Aにコードされる構造蛋白VP2が毒力を規定していると推察される。
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総括
　本研究では、IP醒の毒力を規定するウイルスの因子を決定することを目標にし
て、IP酬の核酸および構造蛋白の分子量とIP即日本分離株の弱毒化との関連を検
討し、また、強毒株と弱毒株の再集合ウイルスを作出し、病原性の差が2つの遺
伝子R甑分節の内どちらに規定されているかを検討した。さらに、R甑複製に関わ
るウイルスR甑ポリメラーゼ活性をどのウイルス蛋白が担っているのかを特定しよ
うと試みた。これら一連の実験結果から、IP酬の病原性を規定している構造蛋白
の推定を行った。以下にその概要を総括して述べる。
1．IP醜の変異性と毒力との関連について
　日本におけるIP酬分離株を流行期と衰退期から選び、それらの核酸および構造
蛋白の分子量をS雛一PAGεによりIP醒一Buhlと比較した。その結果、大半の日本分離
株において、IP解一Buhlと核酸および構造蛋白の分子量に差異が認められなかった。
いくつかの株において、核酸あるいは構造蛋白の分子量変異を見出したが、これ
らの株は、血清学的な変異は伴っていなかった。これらウイルスの核酸および構
造蛋白の分子量変異は、岡本（1986）が明らかにした分離株の毒力を基に判断す
ると、直接的に毒力と関連性はなく、毒力を解析する上で指標となり得なかった。
またプラックサイズもウイルスの毒力と相関性を示さず、毒力を謙るマーカーと
はなり褥なかった。よって、1P襯の弱毒化は、分子量の変化として認識できない
変異が起こったことにより、ウイルス蛋白の機能に変化がもたらされた結果生じ
たと考えるのが妥当と判断された。
2．強毒株と弱毒株間の再集合IP酬の作出とその性状について
　病原性を解析する目的で、ニジマス稚魚に対して強毒のIP酬一Buhlと弱毒のEVE
との再集合ウイルス、5クローンを作出した。これらの再集合IP醒は、R酷分節A
がIP酬一Buhl、R甑分節BがEVEに由来するPIEウイルス、および逆の組合せのE／Pウ
イルスの二つに分けられた。
　これらの再集合IP蝦が一っずつ他の親ウイルスからウイルスR酷分節を受け継い
でいる特性を利用して、ウイルスの示すいくつかの性状が、どちらの照A分節に規
定されているかを調べた。その結果、血清型、プラックサイズおよび細胞への感
染性はR酷分節Aに、また、増殖許容温度はR酷分節Bに依存していることが示唆
された。
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3．再集合IP酬のニジマス稚魚に対する病原性決定R甑分節にっいて
　2．（強毒株と弱毒株間の再集合IP騨の作出とその性状について）で作出した再
集合IP解とその親ウイルスのニジマス稚魚に対する病原性を、警死率、魚体内ウ
イルス増殖量とその増殖部位および病変部位を調べることにより検討した。その
結果、　P／Eウイルスの病原性は、IP醐一B曲1と同じく高く、E／Pウイルスの病原性
は、EVEと同じく極めて低かった。すなわち、ニジマス稚魚に対するIP醒一Bublと
洲Eの病原性の差異は、ウイルスR甑分節Aによって決定されていることが証明さ
れ鳶。従って、病原性を決定する蛋白は、R酷分節Aにコードされた蛋白であり、
またR酷分節Bがコードする内部蛋白V且は、病原性には直接的に関連性ボないこ
とも明白となった。
4．IP酬のR甑ポリメラーゼの性我と毒力との関連性について
　2．（強毒株と弱毒株間の再集合IP酬の作出とその性状について）で作出した
再集合IP醒、血清型の異なる株および日本の弱毒株を用いて、IP醒のR酷ポリメ
ラーゼの酵素学的な性状を主にミカエリス定数Km値で評価し、此較した。その結
果、R醗分節BがコードするVP1は、R甑ポリメラーゼの本体であり、この蛋白上
に四つの天然基質に対し一つずつ基質結合部位を有していることが示唆された。
1囲VのR甑ポリメラーゼの基質親和性は、細胞のそれより低く、また、IPNV－Buhl、
IP醒一SpおよびIPNV－Abの3血清型間で区別できる一方、同一血清型内では保存さ
れていると推察された。
　強毒株と弱毒株とで比較すると、ウイルス粒子中のR陥ポリメラーゼ活性および
基質親和性には、差異は認められず、IP醜のR甑ポリメラーゼは、ウイルスの毒力
に直接的には関連しないことが示唆された。このことは、R酷ポリメラーゼと考え
られるVP1をコードするRNA分節Bは、毒力に関与しないとした3．（再集合IP騨の
ニジマス稚魚に対する病原性決定R甑分節について）の知見を支持する・
　また、構造蛋白VP3は、R酷ポリメラーゼの活性発現を補助する機能を有するこ、
とが示唆された。さらに、このようなW3の機能は、プラックサイズの異なるクロ
ーン間で明らかに差異があることが判明した。一方、これらの大小プラッククロ
ーン問では、毒力に差異のないことから、VP3の核酸合成に関わる機能は、毒力と
直接的には関連性しないことも示唆された。
　以上のことから、IP購の病原性に直接的に関連するウイルス構造蛋白は、R酷分
節Aにコードされたウイルス粒子表面蛋白VP2であると推定される。ウイルス粒子
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表面蛋白は、一般的に細胞への吸着に関与すると考えられている。IP醜の病原性
がVP2に規定されるとすれば、IPNVの細胞あるいは宿主への吸着、侵入の段階が病
原性を決定していることになる。この推察は、R甑合成に関与する蛋白、すなわち
R甑ポリメラーゼと考えられるVP1およびその活性発現を補助するVP3が、毒力と直
接的に関連しないことが示唆されたことからも支持される。
　本砺究にょりIP醜の病原性の発現に構造蛋白VP2が関連することが推察されたが、
VP2の変異と弱毒化、およびVP2と病原性発現機構の関連について、多くの課題が
残されている。
　強毒株と弱毒株の間で、鋤S一肱GEにより冊2蛋白の分子量に差異が認められない
場合があることから、VP2の細胞への吸着に関与する部位のアミノ酸置換等が起こ
り、ウイルスの細胞への親和性が変わることにより、毒力の発現が変化すると思
われる。そこで、VP2遺伝子配列を強毒株と弱毒株とで比較し、そのアミノ酸配列
の違いを解明し、その違いがどのように細胞への親和性に関わっているかを明ら
かにすることが必要であろう。さらに、ウイルスの細胞への親和性の違いが、ど
のように病原性と関わっているか、すなわち、ウイルスの宿主への侵入過程に関
わっているのか、あるいは標的臓器に感染する段階で関わっているのかを解明す
ることは、極めて重要な研究課題である。
　また、IP醒の弱毒化変異の基礎は、遺伝子R甑の変異であるので、弱毒株の強毒
復帰の可能性を含めて、R酷複製に関与するVP1およびVP3の機能をさらに詳細に調
べ、R酷複製と遺伝子変異に関して研究する必要が勘るだろう。
　ウイルスの病原性は、ウイルスと宿主との相互作用の総和によって決まるもの
であるから、ウイルス側の因子だけでなく宿主側の生体防御機構の解析も必要で
ある。両者のかかわり合いを明らかにすることから、IPNの発病機構が解明される
ものと確信する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary
　　　Infectious　pancreatic　necrosis　（IPN）　is　a　viral　disease
causingse》erel。ssest。rainb。wtr。utculture－industry．、IPNV，
’しhe　agen七　〇f　this　d．isease，　is　classified，　into　Birnaviridae
、because　of　containing　tτΨo　segments　of　do糠ble－stranded　RNA．
　　　Var　i　ati　ons　in　the　pathogenic　i　ty　o　f　IPNV　isolates　to　rainbow
trout　have　been　observed．　　｝lowever，　there　is　no　investigation　in
molecular　level　on　the　differences　be㌻ween　virulent　strain　and
avirulents七rain。fIPNV．　Inthepresentstudy，theau毛h。r
’しr‡ed　to　define　the　determinant　of　IPNV　virulence　in　molecular
level　by　investigation　of　the　differences　between　virulent
isolate　＆nd　avi、rulent　isolate　血　vitro　and　血　vivo・　　　At　fir8七，
m。lecul臓rweigb毛variati。ns。fgen。micRNAandstructural
P「oteins・andplaquesizewe「stud ed he㌻he「the8eva「iations
reflec七　the　difference　of　the　virulence　or　no’し．　　　T｝、ereafter，
th壱r。le。fthelargerRNAsegmen七（RNAsegmentA》andsmaller
RNA　segment　（RNA　segment　B》　on　expression　of　the　virulence　was
determinedusingRNAr“＆ss・rtingtechni豊ue3＆ndfipallythe
relatioRship　between　the　kinetic　property　of　viral　RNA－dependent
RNA　polymerase　and　virulence　was　studied．・
　　Molecular　weight　variantionsl　of　IPNV　isol＆ted　in　Japan　were
8creened　by　SDS－PAGE　wi’しh　IPNV－Buhl　isolate　a8　a　virulent
standard。　　　　The　results　suggested　’しhat　the　viral　attenuation
depended　on　the　changes　of　’しhe　functions　of　viral　proteins　and
di己n。tinv。lvewit血thec虹angesinm。leeularweight．　Andit
was　shown　that　plaque　size　cOuld　not　be　dealt　with　as　a
determinant　of　IPNV　virulence．
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　　　To　determine　the　genetic　basis　of　IPNV　virulence，　the
reassortant　virus　clones　between　virulent　strain，　IPNV－Buhl　with
genotypePP（RNAsegmentA／RNAsegm←ntB》andavi「ulentst「ain，
Eel　virus　Europe　（EVE》　with　genotype　EIE，　were　developed．　　　Five
reassortants　Nith　geno’しype　P／E　or　E／P　were　isolated，　　　These
re＆ssorしants　consisted　of　the　structural　proteins　which　were
expressed　frQm　genome　RNA　segments　corresponding　with　tねeir
parents・　　　　Infectivity　trials　with　each　reassortant　to　I・ainbow
trout　fry　were　carrie（i　ollt　to　determine　which　RNA　segment　codes
thevirulence・fIPNV・　Thisgeneti？analysisindicated七h就
RNA　genome　segment　A　was　a　determinant　of　IPNV　vi　rulence．　　　And
・しhe　difference　in　the　virulence　between　IPNV－Buhl　and　EVE，　could
be　interpreted　by　・しhe　difぞerence　of　tissue　tropism，　bedause　the
each　virus　mainly　replicated　in　the　defferent　organs・　　　　The
segmentsc・dingthegenes・f5・meviralproperties，theserotype・
the　plaque　size，　the　infectivility　to　cell　紙nd．　the　growth
temper＆ture，　were　εしlso　an＆lyzed　using　the　reassortants・　・　The
results　indicated　thαt　vj、ral　growth　temperature　was　dependen七　〇n
しheRNAse琴mentBandother、pr（》pe「tieswe「edependentontheRNA
segmentA・AIlalysis・fthe「easso「tssh6Nedt無e＄t「uctu「al
proteins　encoded　in　each　genome　segment・　　Namely，　it　was　revealed
that　RNA　segment　A　co（1ed　for　the　major　capsid　r）rotein　VP2　and　the
virion　intern＆l　protein　VP3，　and　RNA　segment、B　cod．ed　for　the
intern叫pr・teinwhichwasdeterminedasvirδ・RNA一己ピpendentRNA
polymerase　by　killetic　analysis　of　the　re歌ssor’しants・　　　Genome
reaSS。rtingtechniquewa怠eva］、uatedasanextreme・yaviab・e
techniquef・rgeneticstudies・nわhen・type・fIPNV．
　　　　Further，　IPNV　vi　rulence　was　investig＆ted　in　the　aspect　of
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the funotions of ¥'iral struotural proteins. From he faot hat 
no differenoe on kinetio properties of viral RNA polymerase was 
observed in oolnparative study of ¥'irulent isolate and avirulent 
isolate, it t~'as delnonstrated that VPI did not oorrelate with the 
virulenoe . 
IPNV virion was ac'tive in transcription. It was shown 
that VP3 oont.ributed to the stability of virion core and brought 
the effect to the actlvlty of ¥*lral RNA polymerase VP3 of 
virulent isolate ~Lnd avirulent isolate were studied in the aspect 
of the funQtion. Consequentl.~~', the difference on the function 
of VP3 did not relate to the vlru]ence This fact suggested 
that VP3 did not correl_ate wj.tl] IPhlV virulenoe. 
It is concluded from this colnprehensive study~ that the gene 
of the major capsid protein ¥rp2 is a deterlnlnant of IPNV 
virulenoe 'to rainbow trout fry. 
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